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Uber Bestimmungsmethodik und EKigenschaften 
des ,,leicht abspaltbaren® Bluteisens. 


6. Mitteilung in der Reihe der Eisenstudien,}) 


Von 
Georg Barkan. 


{Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitét Tartu-Dorpat (Estland.)] 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Januar 1933.) 


I. Zur Methodik der Eisenbestimmung. 


Die Mitbestimmung des zweiwertigen Hisens in den sauren 
Blutultrafiltraten beruht, wie ich kiirzlich bereits mitteilte, nicht 
auf spontaner Oxydation durch den Luftsauerstoff. Diese friiher 
von mir ausgesprochene Vermutung ist nicht zutreffend. Die 
Oxydation vorhandenen zweiwertigen Eisens ist vielmehr der 
Gegenwart kleinster Mengen Peroxyds zuzuschreiben, die im ge- 
wohnlichen Ather vorhanden sind. Peroxydspuren, die man bei 
der Hisenrhodanidextraktion nach dem Lachs-Friedenthalschen 
Prinzip in die wiBrige Phase bringt, geniigen zur Oxydation, 
wenn es sich um so niedere EKisenkonzentrationen handelt, wie 
bei der Bestimmung des ,,leicht abspaltbaren“ Bluteisens. 


Da man, abhingig von dem jeweiligen zufilligen Peroxydgehalt des 
Athers, zur Erreichung der endgiiltigen Farbintensitit verschieden lange 
schiitteln muB, so habe ich eine modifizierte Vorschrift angegeben.*) Da- 
nach verwendet man Ather, der kiinstlich mit Spuren von Peroxyd versetzt 
ist, Hierbei ist lediglich darauf zu achten, da8 der ,,Peroxydither“ nicht 
zu konzentriert ist. Eine Wiederholung einer Anweisung zur Herstellung 
eines brauchbaren ,,Peroxydithers“ findet man im experimentellen Teil. 

Die Verwendung von peroxydfreiem Ather (Narkoseiither) und 
peroxydhaltigem Ather nebeneinander ergibt fir die in Frage 
kommenden niedrigen Eisenkonzentrationen ein besonders einfaches Ver- 
fahren zur getrennten Bestimmung des Ferri- und des Gesamteisens. Ein 
Beispiel einer derartigen Bestimmungsserie an Mischungen von Ferri- und 





1) 1.—3. Mitt. Diese Z. 148, 124 (1925), 171, 179 u. 194 (1927), als 
4, Mitt. gilt G. Barkan u. E. Berger, Arch. f. exper. Path. 136, 278 (1928), 
als 5. G. Barkan, Biochem, Z. 224, 53 (1930). 

*) Klin. Wschr. 11, 598 (1932). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, COXVI, 
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Ferrosalz in verschiedenem gegenseitigem Verhiltnis habe ich vor einiger 
Zeit mitgeteilt.*) Ich wiederhole es im experimentellen Teil, weil sich in 
meiner kurzen Mitteilung bei der Gewichtsangabe fiir Ferriammonsulfat 
ein Druckfehler eingeschlichen hat. Ein weiteres Beispiel findet sich gleich- 
falls im experimentellen Teil, wihrend ich im folgenden die Bestimmung 
zum Blute und zum Plasma zugesetzten Ferrosalzes nach der neuen Me- 
thode mit Peroxydither durch Beispiele kurz belege (Tab. 1 und 2). 


Tabelle 1. 


Zusatz von Ferrosalz (Ferroammonsulfat) zum Blut. 
Bestimmung im sauren Ultrafiltrat nach der Peroxydithermethode. 



































Rinderblut, Fe Mol x 10~° in 1 cem Blut 
Protokoll-Nr. priformiert | hinzugefiigt | berechnet gefunden 
X, 144 0,25 0,37 0,62 >0,6 
X, 112 0,4 0,36 0,76 0,75 
X, 128 0,25 0,34 0,59 0,6 
XI, 110 0,29 0,35 0,64 0,68 
XI, 106 0,27 0,39 0,66 0,65 
Tabelle 2. 


Zusatz von Ferrosalz (Ferroammonsulfat) zum Plasma und Serum. 
Bestimmung im sauren Ultrafiltrat nach der Peroxydithermethode, 








Plasma (P1.), 
Serum (Se.), 


Fe Mol x 107? in 1 cem Plasma (Serum) 























Protokoll-Nr. priformiert | hinzugefiigt | berechnet | gefunden 
‘eit, 
Pferde-Se. XIII, 16 a oe 1,25 1,2 
Pferde-Pl. X, 176 <0,3 | 8,26 < 3,56 < 3,75 


Fiir die Bestimmung des ,,leicht abspaltbaren“ Eisens im 
Blut und im Plasma oder Serum gilt also das friihere Verfahren 
mit der MaBgabe, daB peroxydhaltiger Ather benutzt werden 
mu8, was friiher mehr zufallig geschah. 


DaB ich dem Blute zugesetztes Eisen bei der Behandlung mit Ver- 
dauungssalzsiiure ,,wenn auch nicht quantitativ, so doch zu einem groBen 
Teile, gewinnen konnte“*), ist eine irrtiimliche Angabe. Ich konnte im 
Gegenteil, wie mehrfach betont, mit Verdauungssalzsiure bei verschiedenster 
Anordnung den Blutlésungen zugesetztes Eisen beider Wertigkeitsstufen 
quantitativ wiederfinden (1. Mitt. S. 139—140, 2. Mitt. S. 186, 3. Mitt. S. 196 





8) E. Starkenstein u. H. Weden, Arch. f. exper. Path. 184, 278 
(1928). 
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u. 209ff.]. Wire dies nicht der Fall, so hitte ich keine Bestimmungsmethode 
darauf aufgebaut. Die Angabe Starkensteins, da8 ich nur ,,ungefihr 
60°/, des dem Blute zugesetzten Eisens wiedergewinnen“ konnte, beruht 
auf einer Verwechslung. Aus tryptisch verdauten Blutlésungen 
konnte ich nur etwa 73 °/, des Eisens wiederfinden (1. Mitt. S. 148). 
Da nicht Pankreatinverdauung zum Nachweis des ,,leicht abspaltbaren “ 
Eisens verwandt wird, sind jene Versuche in diesem Zusammenhange 
irrelevant. 

Im Gesamtblut habe ich etwa 17mg abspaltbares Eisen im Liter, 
also 1,7 mg-°/, als normalen Mittelwert angegeben. [Diese Z. 171, 181 (1927); 
Arch. f. exper. Path. 111, Verh. dtsch. pharmak. Ges. 8.73 (1926)). 


Was Starkensteins Blutbefunde betrifft — denn nur hieriiber 
habe ich eigene Erfahrungen — so scheint es mir bemerkenswert, daB er 
fiir das Gesamtblut im wesentlichen dieselben Werte findet wie 
ich. Denn mein oben angegebener Wert stimmt doch wohl innerhalb der 
Fehlerbreite und der individuellen Schwankungsbreite mit den von Starken- 
stein und Weden ver@ffentlichen Zahlen iiberein (1,8 bzw. 1,9 mg°/, beim 
Kaninchen und 1,5—2,2mg°/, beim Menschen). Auch habe ich iiber die 
Konstanz dieses Wertes und seine GréBe bei verschiedenen Tierarten auf 
Grund sehr ausfiihrlicher Versuchsreihen, ferner iiber sein Verhalten bei 
sekundiren Animien in meinen Mitteilungen (2. Mitt. S. 181; 3. Mitt. S. 202 ff.) 
grundsitzlich bereits die gleichen Angaben gemacht wie spiiter Starken- 
stein in seiner Veréffentlichung mit Weden (S. 282). 

Daraus darf man den SchluB ziehen, da8 hinsichtlich des Gesamt- 
blutes meine mildere Methode zu den gleichen Resultaten fiihrt, wie die 
von Starkenstein angegebene Auskochung mit 5n-Salzsiure. Meine An- 
gaben beziehen sich aber, wie ich seinerzeit ausdriicklich betont habe, nur 
auf das Blut. ,.Im Gegensatz dazu gelingt es nicht, das Eisen anderer 
Gewebe, also beispielsweise dasjenige der Muskeln, durch entsprechende 
Behandlung mit Siure in Lésung zu bekommen“ (3. Mitt. S. 196]. Fiir Blut 
hingegen brauche ich an meiner Methode, wenigstens grundsitzlich, 
nichts zu indern. Die notwendig gewordene Modifikation mit Verwendung 
des Peroxydithers wurde erwihnt. 


II. Das Verhalten von E und E’. 


Bereits in der friiheren Arbeit mit Berger wurde die 
Méglichkeit erértert, daB die Hemmung der Eisenabspaltung 
in CO-Blut (und in reduziertem Blut) nur eine scheinbare ist. 
Der EKinwand, da8 etwa in jenen Fillen das Eisen zwar ab- 
gespalten wiirde, aber da als Fe" vorliegend, mittels Rhodanid 
nicht bestimmbar sei, konnte zwar bereits widerlegt werden. Ich 
habe aber nunmehr mit der Peroxydithermethode nochmals den 
Nachweis gefiihrt, daB die Hemmung der Hisenabspaltung in CO- 
Blut reell ist. Die Hemmung bewegt sich in den bereits friiher 


angegebenen AusmaBen, wie folgende Beispiele zeigen. 
1* 
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Tabelle 3. 


,»Leicht abspaltbares“ Eisen in Normal- und CO-Blutlésung, 
bestimmt nach der Peroxydithermethode. 























Blutart Fe Mol x 107* in 1 cem Blut Hemmung 
und 
nach . 
Protokoll-Nr. normal CO-Sattigung) 
Rinderblut X, 160 0,35 0,1 71 
fe X, 164 0,3 0,1 66 











Man kann also, wie friiher betont, das Eisen im Zustande 
EK und EH’ voneinander unterscheiden. Das Plasma (bzw. Serum)- 
eisen gehért zu E’. Seine lonisierung durch Siure ist nicht 
CO-hemmbar. Dies wird im folgenden mit der Peroxydiather- 
methode nochmals belegt (Tab. 4). 


Tabelle 4. 


Fehlen der CO-Hemmung im Plasma und Serum. 


























Plasma (P1.), Fe Mol x 1077 in 1 cem Plasma 
Serum (Se.), ae bzw. Serum 
Protokoll-Nr. normal nach CO-Sittigung 
Pferde-Pl. X, 182/184 0,25 0,25 
X, 186/188 <0,5 >0,4 
xs XIII, 20 0,1 0,1 
Rinder-Se. XIII, 98 0,08 0,08 
a XIII, 102 <0,1 0,08 





Von Barkan und Berger wurden Angaben iiber die Ge- 
schwindigkeit der Ionisation von E und E’ gemacht. Aus dem mitt- 
leren prozentischen Verhiltnis des ,,sofort“ nachweisbaren Hisens 
zum gesamten ,leicht abspaltbaren“ wurde geschlossen, daB die 
Ionisierung von E’ nach Siaurezusatz im wesentlichen ziemlich 
rasch erfolgt. Der zeitlich mefbare weitere Verlauf der Eisen- 
abspaltung scheint dagegen im wesentlichen der Abspaltung aus 
EK bzw. O,E zu entsprechen. In der seinerzeit wiedergegebenen 
Tabelle wurde bereits deutlich, dab es sich hier nur um eine 
,statistische* Aussage handeln kénnte. Ich habe nunmehr E 
und E’ hinsichtlich der Geschwindigkeit der Ionisation bei Siure- 
gusatz direkt gepriift. Es ist richtig, daB E’ zwar im wesent- 
lichen sofort, E mit meSbarer Geschwindigkeit ionisiert wird. 
Aber keineswegs findet die Jonisation von EK’ regelmiBig sofort 
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vollstindig statt, und andererseits wird auch ein Tei! von EK 
bereits sofort abgespalten. 
Tabelle 5. 


Geschwindigkeit der Ionisierung von E und E’. 
a) Sofort untersucht, b) nach 1 Tag. 





























Fe Mol x 10—° in 1 cem Blut 
Protokoll- Nr. Blutart bi Se | nach 
3 — | CO-Siattigung 
| a) 0,125 | 0,05 
X, 92 Rind b) 03 | 0,075 
: a) 0,125 | 0,05 
X, 108 Rind b) 0,4 | > 0,1 
: a) 0,05 < 0,05 
XIII, 20 Pferd b 025COC 0,075 
| 
k , a) >0,1 | 0,05 
XI, 22 Rind b) S 0,25 | 0,075 


Wie aus der friher erwihnten Ubersicht geht auch aus der 
Tab. 5 hervor, daB E und E’ unabhingig voneinander und mit 
verschiedener Geschwindigkeit ionisierbar oder ,,léslich“ sind. 
Dadurch wird die Richtigkeit der friiher als wahrscheinlich be- 
zeichneten Annahme bewiesen, daf das ,,leicht abspaltbare“ Eisen 
nicht einheitlich ist. 

Barkan und Berger nahmen an, daf EK’ bereits in ,,ab- 
gespaltenem“ Zustande vorliegt und daher ahnlich wie ionisiertes 
Fe kein CO mehr binden kann. Es ist aber keineswegs bewiesen, 
daB E’ ,,anorganisch“ ist. Fiir E ist dies, wie schon aus der Reak- 
tion mit CO hervorgeht, sicher nicht der Fall. 


Jedenfalls entspricht es, wie ich betonen mu8, keineswegs meiner 
eigenen Ansicht, wenn Starkenstein und Weden das Ergebnis meiner 
friiheren Untersuchungen folgendermafen wiedergeben. ,,Die Stromata ent- 
halten ihr gesamtes Eisen in anorganischer Bindung. Im Plasma und Serum 
findet sich etwa der 250. Teil des Himoglobineisens in anorganischer 
Form vor.“ Uber die Frage der anorganischen oder organischen Eisen- 
bindung habe ich in meinen friiheren Arbeiten keinerlei Angaben ge- 
macht. Es ist ferner unzutreffend, wenn Starkenstein in seiner 
Arbeit mit Weden (S. 277) den gleichfalls positiven Nachweis ,,von solechem 
anorganischen Eisen bei Lintzel sowie bei Henriqués und Roche er- 
wihnt.“ Lintzel hat kein ,,anorganisches“ Eisen nachgewiesen; er nimmt 
sogar im Gegenteil an, daB das Eisen bei der Siiurebehandlung aus dem 
Blutfarbstoff abgespalten wird.*°) Henriqués und Roche, die sich nur 


4) Z. Biol. 83, 295 (1925). 
5) Lintzel u. T. Radeff, Biochem. Z. 205, 212 (1928). 
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mit dem Nichthimoglobineisen des Serums beschiaftigten, lassen die Frage 
nach der eisenhaltigen Verbindung im Serum ausdriicklich offen.*) Daf 
iibrigens meinerseits mit dem Ausdruck ,,leicht abspaltbares“ Eisen nichts 
weniger als ,,seine Herkunft vom Himoglobineisen abgeleitet wird“ 
(Starkenstein und Weden), ist aus meiner Diskussion mit Lintzel 
zu ersehen. Irrtiimlicherweise machen die Autoren dabei Lintzel fiir 
den kritisierten Ausdruck ,,leicht abspaltbares“ Bluteisen mit verantwort- 
lich. M. W. hat Lintzel weder diesen Ausdruck noch die Bezeichnung 
» Lransporteisen“ hierfiir gebraucht. Ich selbst wiederum habe seinerzeit 
jenes Eisen auch nur funktionel! als zum Komplex des ,,Transporteisens“ 
gehérig angesehen. 


Ich wiirde diese Unstimmigkeiten nicht so ausfiihrlich er- 
wihnen, wenn nicht die Gefahr einer groBen Verwirrung bestiinde. 
Starkenstein spricht noch 1930 vom ,anorganischen Hisen“ im 
Blut. Er untersucht unter anderem dessen Menge nach Zufuhr 
der verschiedensten Eisenverbindungen.*) Lintzel betont im 
gleichen Jahre, daB ,,es wohl doch das Himoglobin ist, daB einen 
kleinen Teil seines Kisens in ionisierter Form abgibt“.*) Lintzel 
stiitzt sich in seiner Habilitationsschrift auf seine Arbeit mit 
Radeff), deren Folgerungen durch mich freilich bereits wider- 
legt waren.®) Beide Autoren vertreten also beziiglich der Natur 
des von mir so genannten ,,leicht abspaltbaren“ Bluteisens 
einander ausschlieBende Ansichten. 


Im Hinblick auf den Hisenstoffwechsel scheint mir die Frage 
grundsiitzlich wichtig. Daher schlage ich ein systematisches Vor- 
gehen vor. Man mu8 demnach versuchen, die EKigenschaften des 
Blutfarbstoffes, des anorganischen Eisens und des ,,leicht abspalt- 
baren“ Eisens kennen zu lernen, um sie miteinander zu vergleichen. 
In friiheren Mitteilungen habe ich hierzu bereits Material geliefert, 
das in dieser Arbeit ergiinzt wird. Weitere Angaben werden spitere 
Mitteilungen bringen. 


III. Fe" und Fe" bei der Bestimmung des ,,leicht abspaltbaren* Bluteisens. 


Durch das im I. Abschnitt angegebene Verfahren ist es mig- 
lich, zu jedem beliebigen Zeitpunkt wihrend der Abspaltung auf 
Ferro- und Ferrieisen quantitativ zu priifen. Das nach Salzsiure- 
zusatz sofort im Ultrafiltrat bestimmbare Eisen ist praktisch 


*) Bull. Soc. Chim. biol. 9, 504 (1927). 

) E.Starkenstein u. H. Weden, Arch. f. exper. Path. 150, 371 ff. (1930). 

8) W. Lintzel, Habilitationsschrift Berlin 1930, S. 10 und Z. Ziichtg. 
Reihe B, 17, 252 (1930). 

*) Biochem. Z. 224, 53 (1930). 
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vollstindig Ferrieisen. Dies gilt sowohl fir E wie EK’. Das nach 
1 tagigem Brutschrankaufenthalt im Ultrafiltrat gefundene Eisen 
ist zum gréBten Teil in der Ferrostufe nachweisbar. Dies zeigen 
die Beispiele der Tab. 6. 

Wie man sieht, nimmt bei zunehmender Gesamteisenabspal- 
tung der Wert fiir das Ferrieisen weit unter den Sofortwert ab. 
Also wird das bei der Sofortbestimmung als Fe™ vorliegende 
Kisen beim Stehenlassen des sauren Blutansatzes zum groBen Teil 
reduziert. In dieser Hinsicht erginzen diese Versuche die An- 
caben Starkensteins iiber die ,,Reduktionskraft* des Blutes, 
baw. der Blutkérperchen [*) S. 297]. In welcher Wertigkeitsstufe 
das nicht sofort abgespaltene Eisen urspriinglich vorhanden ist, 
liBt sich natiirlich nicht sagen. Dies ist schon deswegen unmég- 
lich, weil auch dem Blute zugesetztes Ferrieisen bei Bestimmung 
im sauren Ansatz nach 24 Stunden weitgehend reduziert ist. 


Tabelle 6. 


Fe-Bestimmung in den Blutsiureansiitzen sofort (a) und nach 1 tigigem 

















Fe Mol x 10-8 in 1 ecem Blut 

Protokoll-Nr. Blutart E.. Fell + Fell Fell! 
(Peroxydither) | (Narkoseiither) 

ee | a 

x, 83 | ae ss 

X, 92 Rind : a | oe. 

X, 108 Rind " ora | 005. 

XIII, 20 Pferd ~ a | ong 

XI, 22 Rind b) 5 085 | 0015 








Ob es bei dem energischen Vorgehen nach Starkenstein 
(Auskochen mit 5n HCl) wirklich gelingt, ein Bild iiber das tat- 
sichliche Verhiltnis von Fe" und Fe™ zu gewinnen, muB ich auch 
bei der neuerdings angegebenen Milderung des Verfahrens!®) als 
fraglich bezeichnen. Denn selbst bei kurzem 1 maligem Aufkochen 





1) Arch. f. exper. Path. 149, 357 (1930). 
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der Blutansitze mit 0,4°/, iger Salzsiure ist die Reduktion meist 
weit fortgeschritten. Hiufig ist im kurz aufgekochten Ansatz nur 
ebensoviel Fe™ vorhanden als nach 24 Stunden im Brutschrank- 
ansatz. Daraus folgt, daf bereits wihrend des kurzen Auf- 
kochens das urspriingliche Ferricisen weitgehend reduziert wird 
(Tab. 7). 


Offenbar handelt es sich bei dem Reduktionsvorgang um die 


Gleichgewichtseinstellung in einem Gemisch von mindestens zwei 
Fett++ 


Fett 
jedenfalls dasjenige von der gréBeren ,,Nachgiebigkeit“ oder der ge- 
ringeren ,,Beschwerung“,1") Steigert man in der sauren Blutlésung 
durch kiinstlichen Zusatz den Gehalt an Fe-Ionen auf das 1}/,- 
bis 3fache, so stellt sich annihernd das gleiche Verhiltnis fiir 
Fe™ 
Fel 
Zusatz durch Auflésung des Hisensalzes in der wiBrigen Blut- 
lésung oder in der fiir den Ansatz benutzten Séurelésung erfolgt. 
Dies geht aus den Beispielen der folgenden Tab. 8 hervor. 


verschiedenen Redoxsystemen. Hierbei ist das System 


ein wie ohne Zusatz. Hierbei ist es gleichgiiltig, ob dieser 


Zusatz von Ferrosalz zum Blut fiihrt, wie Starkenstein zeigte, sofort 


zur Bildung von Fe™ (vgl. auch meine folgende Mitteilung). Daher wurde, 
Ill 


um bei der Einstellung des Gleichgewichts or auch von einem Uber- 


schu8 an Fe™ auszugehen, das Ferrosalz gelegentlich unmittelbar in der 
fiir den Ansatz verwendeten Salzsiiure gelist. Wie sich aus der folgenden 
Mitteilung ergibt, findet aber auch unter diesen Bedingungen eine primiire 
Oxydation zu Fe"! statt. 























Tabelle 7. 
Reduktion beim kurzen Aufkochen der Blutansitze mit verdiinnter Siure. 
Bestimmung aay 
nach 24 Std.] Fe Mol 6; 
esiorte elinnes e Molx10~® in 1 ecm Blut 
Protokoll-Nr. Blutart (Br.) Sec 
bzw. nach 
kurzem Auf-| Fel! + Fell Fell 
kochen (K.) 
XIII, 62 Pferd Br. 0,3 0,1 
K. 0,275 > 0,05 
ms , Br. <0,2 > 0.05 
XII, 72 Rind 3 ats ie 














1) Vgl. L. Michaelis, Oxydations-Reduktionspotentiale, J. Springer, 
Berlin 1929, S. 32. 
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Tabelle 8. 


Fell; Fel im Nativansatz und nach kiinstlichem Eisenzusatz. 
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Bestimmung nach 1 tiigigem Brutschrankaufenthalt. 








Fe Mol x 1077 in 1 ecem Ultrafiltrat 
































~ Vell 
Protokoll — . — i Bemerkungen 
Nr. Fe! + Fell! Fell! Fe 
X, 86 | priformiert 0,4 0,075 0,23 
zugefiigt 0,248 te 
<ckeneen ur W en 
berechnet 0,648 r Blutla me g 
sus gefunden 0,65 0,125 0,24 ef 
X, 88 priformiert | >0,25 >0,05 0,25 
zugefiigt 0,54 F basi 
er Roe sulfa 
berechnet = >0,79 zur Siure 
gefunden | >0,8 0,15 0,23 
X, 108/112 priformiert | 0,4 | 0,05 0,14 Ferroammon- 
zugefiigt | 0,36 | sulfat 
berechnet | 0,76 | zur wiiBrigen 
gefunden | 0,75 | <0,1 0,15 Blutlésung 


Im Gegensatz dazu zeigt sich, daB das siureldsliche Hisen 
im Serum und Plasma auch nach Brutschrankaufenthalt der salz- 
sauren Ansitze gréBtenteils als Fe™ vorhanden ist. Auch in der 
sauren Lésung gilt also, wie dies Starkenstein und Weden 
fir das Serum selbst angeben, da8 die blutkérperchenfreie (bzw. 
blutfarbstoffreie) Lésung fast keine Reduktionskraft zeigt. Die 
mitunter eintretende geringe Reduktion hingt vermutlich auch 
hier mit dem Vorhandensein von Blutfarbstoff zusammen (Tab. 9). 


Tabelle 9. 


Fehlen der Reduktion im Serum- bzw. Plasmaansatz. 


Bestimmung nach 1 tiigigem Brutschrankaufenthalt. 








Plasma (P1.), 
bzw. Serum (Se.), 








Pferde-Se. 
Pferde- Pl. 
Pferde-Se. 
Pferde-PI. 
Pferde-PI. 


Protokoll-Nr. 


XIII, 10 
XIU, 10 
XII, 12 
X, 182/184 
X, 180 


Fe Mol x 1077 in 1 cem 
Plasma bzw. Serum 








Fell + Felll 


Fell! 
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IV. Das Serum- und Plasmaeisen. 


Mit dem Eisen im Serum und Plasma haben sich seit meiner 
letzten Verdéffentlichung !”) hieriiber, in der ich eine Reihe anderer 
Autoren zitierte, sehr viele weitere Untersucher beschiftigt. Ich 
fihre an: Starkenstein und Weden®), Riecker und Winters'%, 
A. Langer"), Guthmann, Bruckner, Ehrenstein und Weg- 
ner’), Locke, Main und Rosbash"*) ua. 


Von der Mehrzahl der Autoren abweichende Angaben machen nur 
Starkenstein und Weden sowie Riecker und Winters. Sie finden 
viel héhere Werte als alle anderen. Riecker und Winters geben als 
mittleren Normalwert fiir menschliches Serum 1,1 mg Fe in 100 cem an. 
Das ist, wie ich bereits in meinem Referat’’) der betreffenden Arbeit betonte, 
rund 10 mal mehr, als andere fanden. MHierauf wiesen neuerdings auch 
Locke und Mitarbeiter hin. 

Starkenstein und Weden fanden in zwei publizierten Beispielen 
im Kaninchenplasma nach der EnteiweiBung mit Trichloressigsiiure ebenfalls 
1,1 mg in 100 ccm. Im menschlichen Plasma fanden sie zwischen rund 
0,6 und 0,8 mg fiir 100 cem. Die Autoren, die fiir das Nichthimoglobin- 
Eisen des Gesamtblutes, wie bereits an anderer Stelle hervorgehoben, an- 
nihernd die gleichen Werte finden, wie ich dies friither angab, betonen, 
,daB von dem im Blut enthaltenen anorganischen Eisen nur ungefihr die 
Hilfte im Plasma vorhanden ist‘. Ich selbst zeigte aber friiher, daB vom 
leicht abspaltbaren“ Bluteisen das Serum bzw. Plasma nur rund 6°/, enthiilt 
(vgl. z. B. 3. Mitt. S. 200). Die von mir friiher angegebenen Zahlen zwischen 
0,05 und 0,22 mg Fe in 100 ccm liegen innerhalb des normalen Bereichs 
und decken sich mit den Angaben aller anderer Untersucher und mit den Er- 
gebnissen zahlreicher neuerer eigener Analysen (Tab. 10—12). Es ist vor- 
liufig ungeklirt, wie einerseits Riecker, andererseits Starkenstein zu 
ihren um eine Zehnerpotenz héheren Werten kommen. Sie sind unzweifelhaft 
irrig.*) Gerade im Hinblick auf die so wichtigen und aufschluBreichen 
Untersuchungen Starkensteins tiber das Schicksal zum Blute zugesetzten 
oder dem Organismus einverleibten Eisens ist es unbedingt erforderlich, 
jene Frage zu kliren. Ohne die physiologische quantitative Norm sind 
die Verhiltnisse unter pharmakologisch kiinstlich verinderten Bedingungen 
meiner Meinung nach gar nicht zu beurteilen. 


12) Diese Z. 177, 205 (1928). 18) Arch. int. Med. 46, 458 (1930). 
14) Biochem. Z. 242, 316 (1931). 15) Arch. Gynik. 147, 469 (1931). 
18) J. clin. Invest. 11, 527 (1932). 17) Ber. Physiol. 59, 738 (1931). 
*) Die Vernachlissigung des Niederschlagsvolumens bei der EnteiweiBung 
mit Trichloressigsiure, die Starkenstein und Weden erwihnen, kann 
natiirlich nicht fiir einen so groBen Fehler verantwortlich sein. Még- 
licherweise geben die anfinglich mifgliickten Versuche A. Langers™) 
die Richtung, in der der Fehler zu suchen ist. Als Langer niamlich 
Serum mit Trichloressigsiiure fillte und im Filtrat das Fe™ bestimmte, er- 
hielt er auch viel zu hohe Werte, und zwar 0,6—0,9 mg in 100 cem. Erst 
als er spiter seine Methode zur Abtrennung des Niederschlages dnderte, 
kam er zu den offenbar richtigen Werten von 0,05—0,18 mg in 100 ccm. 
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Tabelie 10. 





























er Sdurelésliches Eisen im Plasma und Serum des Menschen. 
rer 
ch & Fall, Himoglobin Fe in 1 ccm 
13) fe Nr. nach Sabli 
} 3 P -Nr. ° 
| aera in , |Mol x 10-7)mg x 1078 
Plasma. 
- 1 Neurasthenie ¢, XII, 2 81 0,2 | 1,12 
“a 2 Hypertonie ¢, XII, 4 76 0,15 0,84 
ils ; 
3 Lues cerebri, XII, 6 90 0,2 1,12 
. | 4 |Arteriosclerosis cerebri ¢, XII, 8 91 0,15 0,84 
oe XII, 12 0,15 0,84 
6 | Nephr. chronic. 9, XII, 39 85 0,1 | 0,56 
n - Serum. 
: ; 7 Sekundire Aniimie, The. 64 0,25 1,40 
“ @ pulmonum @, XIII, 106 | 
-— fo: 9, XIII, 106 23 0,25 | 1,40 
9 | Paresis n. facialis ¢, XIII, 108 0,25 | 1,40 
. 10 | Tumor medullae spinalis ¢, 015 | 0,84 
. XIII, 108 | 
i —@ ll Neuritis n. ischiadici ¢, 0,2 Ce 
a XIII, 108 | 
. 12 | Anaemia perniciosa ¢, XIII, 110 29 015 | 0,84 
. 13 | Volumen pulmonum auctum, Bron- 90 015 | 0,84 
chitis, Botrioceph. ¢#, XIII, 110 
, 14 |Hystero-Neurasthenie, XIII, 112 <0,2 | <1,12 
15 | Spondylarthrosis, XIII, 112 0,25 | 1,40° 
Mittelwert 1,05 
l 


Tabelle 11. 


Siurelésliches Eisen im Blutserum vom Rind. 























Himoglobin Fe in 1 ccm 
Nr. Protokoll-Nr. nach Sahli tek 
in °%/, Mol x 107° | mg x 107° 

1 a <0,1 < 0,56 
2 7 TW 0,1 0,56 
8 XI, 24 65 <0,1 <0,56 
4 XII, 82 61 <0,2 <1,12 
5 XII, 86 73 0,25 1,40 
6 XII, 98 65 0,1 0,56 
7 XI, 102 64 <0,1 < 0,56 
8 XIII, 104 68 0,1 0,56 














Mittelwert 0,73 
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Tabelle 12. 


Sdurelésliches Eisen im Plasma (Pl.) und im Serum (Se.) des Pferdeblutes, 





























Fall und Himato- ref Fe in 1 cem 
Nr. Protokoll-N kritwert n ath Sabli - 
ge saan in %/, in %, Mol x 10-7 | mgx 107° 
1 | Myoglobinuria para- 38 71 a Of 1,68 
lytica, XII, 17 Se. 0,35 1,96 
2 | Aneurisma, XII, 21 32 63 Pl. 0,85 1,96 
Se. 0,35 1,96 
3 XII, 24 34 68 Pl. 0,15 | 0,84 
; Se. >0,2 >1,12 
4 XII, 32 23 44 Pl, 0,15 0,84 
Se. 0,2 1,12 
5 Adenitis equorum, 30 62 Pl. <0,3 < 1,68 
XII, 35 
6 | Obstipatio colon. crass. 38 76 re §6«6O 0,56 
Helminthiasis, XII, 42 Se. >0,1 > 0,56 
7 Febris gastrica, 43 85 Fi, >0,1 > 0,56 
XI, 53 Se. 0,1 0,56 
8 | Dasselbe Tier wie Nr. 7 31 75 Pl. 0,45 2,52 
2 Tage spiter, XII, 59 
9 | Emphysema pulmon. 34 67 rr. 2 1,12 
alveol. chron. 
Bronchitis catarrhalis 
chronica, XII, 57 
10 | Obstipatio colon. crassi 32 64 Pl. 0,25 1,40 
Meteorismus, X, 182 
11 | Thrombos. art. hypo- 43 81 Pl. <0,5 < 2,79 
gastric., X, 186 
12 | Emphysema pulmon. 35 74 Fi, 0,5 2,79 
alveol. chron. 
Bronchitis catarrhalis 
chronica, XIII, 4 
13 Adenitis equorum, Pl. 0,15 0,84 
XIU, 8 Se. 0,15 0,84 
14 Tetanus, XIII, 18 26 50 ™ 0,56 








Mittelwert: Plasma 1,43 


Man sieht, daB selbst beim Pferd, das nach meinem bis- 
herigen Material von den untersuchten Arten die héchsten Zahlen 
aufweist, nicht einmal die Extremwerte an die Zahlen von Starken- 
stein bzw. Riecker heranreichen. Bemerkenswert ist das Ver- 
halten des Fe im Serum und Plasma von Pferden, die im Serum- 
institut zu regelmiBigen grofen Blutentnahmen fiir Zwecke der 
Serumgewinnung dienten. Bei ihnen zeigten sich die allerhéchsten 
Fe-Werte, die ich iiberhaupt jemals fand. Dies scheint mit der 
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chronischen sekundiren Animie dieser Tiere im Zusammenhang 
' zu stehen. 


Tabelle 13. 


Plasmaeisen bei chronischer sekundiirer Aniimie des Pferdes und wihrend 
der Regeneration. Tier aus dem Staatl. Seruminstitut in Dorpat. 











Himatokrit Himoglobin Fe in 1 cem Plasma 
Datum t nach Sahli om 
om "le in 9, Mol x 10-7 | mg x 1072 
10.6. 32 21 35 0,65 | 3,64 
17.6. 82 20 34 0,55 | 3,08 
12.8. 32 24 41 0,25 | 1,40 
22.8. 32 34 60 <0,3 | <1,68 











Bemerkung: Das Pferd, das bis Ende Juni jede Woche 5 Liter Blut 
zur Serumgewinnung lieferte, wurde von da ab bis Anfang September 
geschont und nur mit 14 tigigem Abstand zu gré8eren Blutentnahmen benutzt. 


In dem in der Tabelle angefiihrten Beispiel sieht man, daB 
bei eintretender Blutregeneration nach einer langeren Schonungs- 


| periode die Fe-Werte bei steigendem Hb-Gehalt und steigender 
| Erythrocytenzahl auf die iibliche Norm sanken. Nach den Unter- 
suchungen von Fontés und Thivolle?*) (Pferd), sowie O. War- 
| burg und Krebs?*) (Vogelblut) nimmt bei akuter Animisierung 


der Hisengehalt des Serums ab. Fiir die chronische Animie 
des Pferdes kénnen die Verhiltnisse, wie aus der Tabelle hervor- 
geht, anders liegen. Jedenfalls scheint es sicher, daB die Bewegung 
des Kisenspiegels im Plasma und Serum ein physiologisch zu beach- 
tender Vorgang ist. Dies geht auSer den Versuchen von Fontés 
und Thiyolle sowie O. Warburg auch aus den bereits zitierten 
Arbeiten von Locke, Main und Rosbash, Riecker und Winters, 
Langer, besonders aber von Guthmann und Mitarbeitern deut- 
lich hervor. 

Uber den Unterschied im Eisengehalt von Serum und Plasma 
zu diskutieren, scheint iiberfliissig. Die etwaigen Differenzen sind 
ganz uncharakteristisch (vgl. Tab. 12, Pferd). Wenn Guthmann 
und Mitarbeiter erwihnen, daB ich bei Tieren im Plasma einen 
um 50°/, gegentiber Serum erhdéhten Mittelwert gefunden habe, 
s0 ist das nicht ganz zutreffend. Denn es ist nicht angingig, 
aus den in meiner friiheren Arbeit enthaltenen wenigen Beispielen 
getrennte Mittelwerte fiir Serum und Plasma zu bilden und diese 
miteinander zu vergleichen. Ich habe bereits dort ausdriicklich 
betont, daB das Eisen im Plasma und Serum in gleicher GréBen- 
ordnung vorhanden ist. Dies entspricht den Tatsachen, 


18) C. r. Soc. Biol. 93, 687 (1925). 1%) Biochem. Z. 190, 147 (1927). 
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Einige Eigenschaften des Serum- und Plasma-Eisens habe 
ich bereits in friiheren Abschnitten dieser Mitteilung hervorgehoben, 
Hierzu gehért das Fehlen der CO-Hemmung und die fehlende 
Reduktion in den Siureansiitzen. Zu erwihnen ist hier nochmals 
die Frage der Léslichkeit. Das Serumeisen geht nach Zusatz 
von verdiinnter Saiure praktisch sofort vollstandig oder nahezu 
volistindig in Lésung. 

Beispiel XIII, 38—40. 
In 1 cem Pferdeserum gefunden sofort nach Sdéurezusatz: 0,3 -10—7 Mol Fe 
nach 1 Tag bei 37°: 0,35-10~7 Mol Fe 

Ich erinnere daran, daB die rasche Siureléslichkeit ja tber- 
haupt eine charakteristische EKigenschaft von E’ ist, zu dem das 
Serum- und Plasmaeisen gehdrt. 

Natirlich wird das Serumeisen aber erst nach dem Siure- 
zusatz echt geldst, gleichgiiltig ob es sich um verdiinnte Salzsiure 
oder um die zur Fallung benutzte Trichloressigsiure (Starken- 
stein) handelt. Die von Guthmann und Mitarbeitern gewiahlte 
Bezeichnung: ,,das ultrafiltrable Eisen im Serum“?*) halte ich daher 
nicht fiir zweckmiBig. Sie mu, zumal beim Fernerstehenden, den 
Eindruck erwecken, als sei im Serum frei diffusibles Eisen vor- 
handen. Diese Vorstellung wire natiirlich ginzlich irrig. Sie 
widerspricht theoretischen Voraussetzungen und experimentellen 
Tatsachen (vgl. das Beispiel im experimentellen Teil). 

Ich schlage vor, wenn man von dem hier in Frage stehenden 
Hisen im Serum oder Plasma spricht, sich vorliufig an eine der 
folgenden klaren Bezeichnungsweisen zu halten. Diese sind: 
yleicht abspaltbares Eisen“ (Barkan), ,locker gebundenes Eisen‘ 
(Warburg und Krebs), ,,siiurelésliches Eisen“ (Barkan), 


Experimenteller Teil. 


1. Allgemeine Methoden. Ultrafiltration: Nach Bechhold und 
Gutlohn*) ygl. friihere Angaben. 

Eisenbestimmung: nach dem Prinzip von Lachs und Frieden- 
thal in friiher beschriebener Anordnung (Testreihe mit Ferriammonsulfat). 
Zur Bestimmung von Fe" und Fe"™ diente ,,Peroxydither“. 

Plasma: Zur Ungerinnbarmachung des Blutes wurde Liquoid 
»koche“ verwendet, das sich bestens bewihrte. Fiir je 100 ccm Blut wurden 
etwa 50 mg Liquoid benutzt, das vorher in sehr wenig physiologischer 
Kochsalzlésung aufgelést wurde, um eine bessere Vermischung zu erméglichen. 

Kohlenoxyd wurde aus Ameisensiiure und konzentrierter Schwefel- 
siiure entwickelt, mit Natronlauge gewaschen und direkt in die 5 fach ver- 
diinnte Blutlésung bzw. in das unverdiinnte Plasma oder Serum im lang- 
samen Strom eingeleitet. 





°) Z. angew. Chem. 87, 494 (1924). 
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Methodik und Eigenschaften des ,,leicht abspaltbaren“ Bluteisens. 15 


Ansitze: Endverdiinnung des Blutes 1:10, HCl-Konzentration 0,4°/,, 


‘ Serum- bzw. Plasmaendverdiinnung 1:2, HCIl- Ronsenteation 0,4 °/,. 


2. Herstellung eines ,,Peroxydathers“. 1 cem 0,03°/, iger H,0.- 


_ Lésung (frisch hergestellt aus Merckschem 30°/, igem Perhydrol) wird im 
- Schiitteltrichter mit 50 ccm Ather normaler Qualitit griindlich durch- 
_ geschiittelt. Nach der Trennung wird die wifrige Phase und ein wenig 
' yon der dtherischen abgelassen. Der iibrigbleibende Ather ist der ,,Per- 
 oxydither“, der méglichst frisch zu verwenden ist. 


3. Beispiele zur getrennten Bestimmung des Ferri- 
und des Gesamteisens. 
X, 116—123.*') 
Ferrilésung: 0,0586 g Ferrlammonsulfat + 24H,O in 100cem 0,4°/,ig. HCl. 
phate 0,0422 g Ferroammonsulfat+ 4H,0 in 100cem 0,4°/,ig. HCl. 












































Mischung / Mol x 107~7/cem 
Nr, | Ferri- | Ferro- — Fel | Fe! + Fel™ 
lésung | losung diinnung 5 | 
eem | cem gef. *) | ber. | gef.**) ber. 
1 1 9 10 fach 015 | 0,12 1,2 1,11 
2 3 7 a . 0,35 | 0,36 1,2 1,13 
3 3 6 a 04 | 0,4 1,0 1,13 
4 4 6 5, 0,5 0,48 1,2 1,14 
5 5 5 0. 0,6 0,6 1,2 | 1,15 
6 "1 3 2 09 | 0,84 ia | 133 
7 8 2 10. <10 | 0,96 1,2 1,18 
X, 132. 


Ferrilésung: 0,0612g Ferriammonsulfat + 24H,O in 100 ccm 0,4°/,ig. HCI. 
Ferrolésung: 0,0400g Ferroammonsulfat + 6H,O in 100cem 0,4°/,ig. HCl. 















































Mischung Mol x 10~7/eem 
Nr. | Ferri- | Ferro- Ver- Felll Fell + Fell! 
lésung | lésung diinnung 
eem ecm gef.*) ber. gef.**) ber. 
1 3 6 20 fach 0,2 0,21 >0,5 0,54 
2 5 5 20 ,, 0,33 0,31 0,6 0,57 
3 7 5  « <0,4 0,37 0,6 0,58 
4 8 3 ” . <0,4 0,46 0,55 | 0,59 
*) Mit Narkoseiither. **) Mit Peroxydither. 


4. Wirkung kurzen Aufkochens und langeren Aufenthalts bei 
Brutschranktemperatur. Beispiel XIII, 62. 40 cem Pferdeblut, durch 
Schiitteln mit Glasperlen defibriniert und durch Glaswolle filtriert, werden 
durch 5fache Verdiinnung mit aq. dest. himolysiert. 100 ccm der Blut- 
lésung werden zu gleichen Teilen mit 0,8°/,iger HCl versetzt. Ein Teil dieses 
Ansatzes (A) kommt in einem verschlossenen Kélbchen fiir etwa 24 Stunden 


21) Wiederholt aus Klin. Wschr. 11, 98 (1932), da dort in der Gewichts- 
angabe fiir Ferriammonsulfat ein Druckfehler stehen blieb. 
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in den Brutschrank. Eine andere Portion (B) dient fiir den Kochversuch: 
40 ccm des Blut-HCl-Ansatzes werden am RiickfluBkiihler bis zum ein- 
maligen kurzen Aufkochen erhitzt, dann abkiihlen gelassen und sofort ultra- 
filtriert. Eisenbestimmung im Ultrafiltrat mit Narkoseither und Peroxydither. 

Entsprechend erfolgt die Ultrafiltration und die Eisenbestimmung des 
Ansatzes A nach 24 stiindigem Brutschrankaufenthalt. 























Eisenbestimmung. 
Fe Mol x 10—7/ccem 
Ansatz 
mit Peroxydither | mit Narkoseiither 
A 0,3 | 0,1 
B 0,275 > 0,05 





Ergebnis: Annihernd gleiche Reduktion bei kurzem Aufkochen und 
24 stiindigem Aufenthalt bei 37°. 

5. Ultrafiltration des Serums vor und nach Saurezusatz. Bei- 
spiel XIII, 14—16. Frisches Pferdeserum aus dem Seruminstitut (¢ Must 
Takk). Ein Teil des Serums wird unmittelbar ultrafiltriert. Das Ultrafiltrat 
wird zu gleichen Teilen mit 0,8°/, Salzsiiure versetzt (A). Eine andere 
Portion wird unfiltriert entsprechend mit gleichen Teilen Salzsiure ver- 
setzt (B). Beide Ansiitze kommen fiir einen Tag in den Brutschrank. Dann 
wird Ansatz B ultrafiltriert und im Ultrafiltrat sowie im Ansatz A auf Eisen 
analysiert. 























Ansatz Fe Mol x 10~? in 1 cem Ultrafiltrat 
A Kein Eisen nachweisbar, 
Ather bleibt véllig farblos 
B 0,075 


Ergebnis: Das siurelésliche Serumeisen ist nicht ultrafiltrabel. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird auf eine notwendig gewordene Modifikation der 
Bestimmungsmethode fiir das ,,leicht abspaltbare“ Bluteisen unter 
Verwendung von Peroxydither hingewiesen. 

2. Mit dieser Methode werden die friiheren Ergebnisse nach- 
geprift, bestitigt und erweitert. Dies gilt besonders fiir die 
Differenzierung der Fraktionen E und E’, ihre Verteilung und 
ihre Lésungsgeschwindigkeit. 

3. Unter Verwendung von peroxydfreiem und peroxydhaltigem 
Ather nebeneinander wird der Verlauf der Reduktionsvorginge in 
den sauren Blutansiitzen zeitlich messend verfolgt. 

4, Ausfiihrliche Analysenreihen beziehen sich besonders auf 
das Serum- und Plasmaeisen von Mensch und Tier unter normalen 
und pathologischen Bedingungen, Einige Angaben der Literatur 
werden richtig gestellt. 














Uber das Verhalten von anorganischem Eisen 
nach Zusatz zum Blute. 


7. Mitteilung in der Reihe der Hisenstudien.") 


Von 
Georg Barkan. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Tartu-Dorpat [Estland].) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Januar 1933.) 





Starkenstein’) hat mitgeteilt, da anorganische Ferro- 
verbindungen, die im Organismus ins Blut gelangen, oder auch 


Tabelle 1. 


Fehlende CO-Hemmbarkeit bei anorganischem zum Blute zugesetztem Eisen. 
Verschieden lange Einwirkung von Ferrosalz auf Rinderblut. 
















































































) 6. Mitteilung: Diese Z., 216, 1 (1933). 
*) Vgl. z. B. Naturwiss. 18, 875 (1930). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVI. 








—7: mee 
: Ferrosals, ey, Fe Mol x 10~? in 1 = 
: Nr Protokoll- | Dauer der | ansatz (A), a be- Eieer Be- 
| Nr. Einwirkung |Kohlenoxyd-|,P™* | 7" | rech- | 8°] merkung 
. os tz 
auf das Blut} ansatz (B) formiert gefiigt net "ge. 
1 | X, 172 | Ferrochlorid, A 0,3 0,17 | 0,47 | 0,47 
1/, Stunde B 0,075 0,24 
Hemmung | 0,225 | | 0,23 
2] X, 168 | Ferrochlorid, A 0,4 0,82 | 1,22 1,0 
1/, Stunde B 0,125 | 0,7 
Hemmung | 0,275 | | 0,3 
34) X,10 | Ferroammon- A 0,35 | 0,3 0,65 | 0,6 
sulfat, B 0,1 | | 0,35 
8 Stunden | Hemmung | 0,25 | | 0,25 
4 |X, 14—16] Ferroammon- A 0,35 | 0,87 | 0,72 | 0,7 
sulfat, B 0,1 | 0,45 Dasselbe 
4'/, Stunden Hemmung | 0,25 | | 0,25 || Blut, ver- 
w & schiedene 
5 Ferroammon- A Ss | 0,36 | 0,71 | 0,7 Biken- 
14 Stunden | Hemmung | | 0,27 
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pec in vitro dem Blute zugesetzt werden, rasch eine charakteristische 
Peles Anderung erfahren. Es entsteht daraus eine eigenartige komplexe 
: KiseneiweiBverbindung mit 3 wertigem anionischem Eisen [Stoff- 































































































Bal . 7 a 
Seti 8 wechselproduktI nach Starkenstein®)|. Ihm kommt, wie Starken- rn 
Ber ana stein vermutet, eine hohe biologische Bedeutung im Organismus fF 
zu. Daher war es von Interesse zu priifen, ob das ,leicht ab- [— , 
spaltbare* Eisen im normalen Blut (von Starkenstein als an- [Fx 
organisches Hisen bezeichnet) ganz oder teilweise mit dem im — q 
Blute aus Ferroverbindungen gebildeten EiseneiweiBkomplex iden- fF 
tisch ist. i gs 
Tabelle 2. 
Fehlende CO-Hemmbarkeit bei Zusatz von Eisenzucker zum Rinderblut. d 
Verschieden lange Einwirkungsdauer. : . 
ang | 
Dauer der Normal- Fe Mol x 10 r el 
‘ "i Gage in 1 ccm Be- 
Nr Protokoll-} Kinwirkung | ansatz (A), = on Ei fF h 
NT. | praé- jim Eisen- 
Nr. _ von Kohlenoxyd-| ¢ oo niert| ansatz |merkungen 
Eisenzucker | ansatz (B) | sefunden gefunden 
iz one ® 
4 | 1 | X, 22 | 3 Stunden A 0,275 0,4 , 
B 0,075 0,2 ; 3 
ee} ae a eg Re! St 
? / Hemmung 0,2 | 0,2 Dasselbe ; ie 
‘ i 2 | X, 22 |14%/, Stunden A vgl. Nr.1} 0,4 Blut zz: 
a B iat 0,175 Fos 
Bey Hemmung | 0,225 |) hy 
« ; 3 | X, 26 | 8 Stunden A 0,35 0,55 . 3 
& ‘ B 0,1 0,3 
‘ ; Hemmung | 0,25 | 0,25 
¥ | 4] X, 28 1/, Stunde A 0,25 0,5 ) 
Ry B 0,075 0,3 
3 Hemmung 0,175 | 0,2 Dasselbe , 
ee sae | | 3 
: 5 | x, 30 | 15 Stunden A _ [vel Nr] 0,5 —_ | k 
B 0,3 . « 
i 
Bt Hemmung | 0,2 ] S 
6 | X, 48 |15'/, Stunden A 0,3 0,5 ’ 
B 0,075 0,3 :, 
. Hemmung 0,226 | 0,2 
5) Z. exper. Med. 68, 427 (1929). 
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Wie mehrfach gezeigt wurde, ist ein groBer Teil des , leicht 
abspaltbaren“ Bluteisens durch Kohlenoxyd an seiner Jonisierung 
mittels Saiure zu verhindern (E). Ich habe daher gepriift, ob die 
Siureléslichkeit von anorganischen Ferrosalzen im Blute bzw. die 
Ionisierung des im Blute daraus entstehenden ,,Ferrikérpers“ durch 
Kohlenoxyd gehemmt wird. Nach meinen Versuchen ist dies nicht 
der Fall. Verwendet wurde Ferroammonsulfat und Ferrochlorid. 
Die Einwirkungsdauer des Kisensalzes auf das Blut vor dem Saure- 
zusatz wurde variiert. 

Aus der Tab. 1, die einige Beispiele enthalt, geht hervor, 
da8 zum Blute zugesetztes anorganisches Ferroeisen nichts mit 
der Fraktion E des ,leicht abspaltbaren“ Bluteisens zu tun hat. 
Erganzend erwihne ich, daB auch dem Blute zugesetztes Ferri- 
eisen (in Form von Hisenzucker) nicht in eine mit Kohlenoxyd 
hemmbare Verbindung iibergeht (vgl. Tab. 2). 


I. 


Sollte also die Zustandsform des anorganischen, ins Blut ge- 
langenden Eisens zum ,,leicht abspaltbaren“ Bluteisen gehéren, 
so kame hierfiir nur dessen Fraktion E’ in Betracht. Hier ist an 
die Verteilung von E’ auf Blutkérperchen und Blutflissigkeit zu 
erinnern, Zwar gehért alles in der Blutfliissigkeit vorhandene 
siurelésliche Eisen ausschlieBlich zu E’ (vgl. auch vorige Mittei- 
lung), aber der wesentlich gréBere Anteil von E’ befindet sich an 
den Formelementen des Blutes. 


Sdurelésliches Plasmaeisen 
b+ ~ 0,06, 





E’ 

E+E 

Fiigt man ein anorganisches Ferrosalz zu defibriniertem Blute, 

so lést sich das Eisen praktisch ausschlieBlich in der Blutfliissig- 

keit. Dies geht bereits aus meinen 1927 mitgeteilten Versuchen 

hervor.*) Es findet seine Bestitigung durch die Untersuchungen 

Starkensteins [a. a. O. *) §. 428] mit Ferrochlorid und durch 
eigene neuere Versuche. Ein Beispiel bringt Tab. 3. 

Die Verteilung weicht also sehr erheblich von der oben fir 

K’ angegebenen ab. Erwahnt sei noch ergiinzend, daB nach meinen 


= ~ 0,35. 


4) Diese Z. 171, 209 (1927). 
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Tabelle 3. 


Verteilung von anorganischem Eisen auf Formelemente und Blutfliissigkeit. 


Rinderblut XIII, 86. 








Dauer Fe Mol x 107? in 1 ecem Ultrafiltrat 


der Fin-|Hima-| Blut (Verdiinnung 1:10) | Serum (Verdiinnung 1: 2) 
wirkung} tokrit- 











von ” . |ber. bei|ber. bei 
Ferro- wert pria- zu- c- ge- pra- gleich- Lésung ge- 
vice for- * rech- | fun- | for- |maBiger ie ine fun- 
* | miert |8° Bt net | den | miert Ver- den 

sulfat teilung | Serum 
































on _ } 38 0,3 | 0,124 | 0,424 | >0,4 | 0,185 0,745 | 1,125 | >1,0 


friiheren Untersuchungen auch Hisenzucker und Eisenalbuminat 
nicht auf die Blutkérperchen iibergehen. 


TIT. 

In der vorigen Mitteilung finden sich Angaben iiber die Ge- 
schwindigkeit der Saureléslichkeit von E’. Hinsichtlich der Liés- 
lichkeit in verdiinnter Siure ihnelt die Zustandsform des zum 
Blute zugesetzten anorganischen F'errosalzes dem Verhalten von E’. 
Wie dieses wird es bei Bestimmung sofort nach Siurezusatz zwar 
zum groBen Teil, nicht aber vollstindig, wiedergefunden. Erst 
nach etwa 24stiindiger EKinwirkung der verdiinnten Sdure bei 
Brutschranktemperatur wird alles Eisen wiedergefunden (Tab. 4). 


Tabelle 4. 


Lésungsgeschwindigkeit bei Zusatz von Ferrosalz zum Blut. 
Primire Oxydation. 











Dauer | Zeit Fe Mol x 10-7 in 1 eem Ultrafiltrat 
Blutart | der Ein-}|der Be-|— 5 
ond wirkung | stim- a | b e d e " f 
Nr. von | mung " _ | be- _ | von 
Protokoll- | Perro- | nach | P| 7 eile: 8e- | wieder-| davon 
Nr. ammon- | Sdure- for- ge | et | fun ‘ +4 als 
sulfat | zusatz | ™iert) fiigt |. 4] den rm x Fell! 








1 | Rinderblut | 30 Min. | sofort | 0,125 0,36 | 0,485} 0,35; 0,225 | 0,125 





























X, 112 1Tag]0,4 (0,36 |0,76 | 0,75! 0,35 | 0,05 
2 | Pferdeblut | 1 Std. | sofort | 0,075 | 0,275|0,35 | 0,3 0,125 
XIII, 28-32 1 Tag |0,25 | 0,275 | 0,525|/>0,5 |>0,25 


Mitunter wird beim 24stiindigen Stehenlassen von Blut 
oder Serum mit dem Eisensalz das Eisen anscheinend weniger 
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leicht léslich. In solchen Fallen wird bei der Bestimmung sofort 
nach Saurezusatz nicht mehr so viel nachweisbar wie dies zuvor 
bei kiirzerer Einwirkungsdauer der Fall ist. In der folgenden 
Tab. 5 findet sich je ein Beispiel fiir ein solches Verhalten bei 
Kisenzusatz zum Blut und zum Serum. 


Tabelle 5. 


Abnehmende Lésungsgeschwindigkeit bei lingerer Einwirkung 
von Ferrosalz auf Blut und Serum. 




















Fe Mol x 107? in 1cem Ultrafiltrat*) 
Dauer der bei Bestimmung sofort nach 
Einwirkung Sdurezusatz 
Nr. | Protokoll-Nr. von ——_———aze, — 
Ferroammon- ‘a b ° 
_— im EKisen- | wieder- 
sulfat sts ser ansatz gefunden 
ue gefunden b—a 
1 Pferdeblut 1 Stunde 0.075 0,3 0,225 
XIII, 28—82 | nach 24 Std. ain 0,25 0,175 
2 | Rinderserum 2'/, Stunde 0.05 0,55 0,5 
XIII, 24—26 | nach 24 Std. c> An Oat 0,4 


Beobachtung Starkensteins [a. a. O. *) S. 429). 





*) Blutverdiinnung 1:10. Serumverdiinnung 1: 2. 











Dieses Verhalten wiirde in Analogie zu setzen sein zu einer 


Er teilte mit, 


daB die aus Ferrochlorid im Blute entstehende Verbindung im 
,gealterten“ Serum in chemischer und biologischer Hinsicht sich 
ahnlich verhaélt wie Eisenzucker. 


Tabelle 6. 


Gleichbleibende Lésungsgeschwindigkeit auch bei lingerer Einwirkung 
von Ferrosalz auf Blut und Serum. 








Nummer 











Dauer der | Fe Mol x 10~, in 1 ccm Ultrafiltrat*) 
Einwirkung bei Bestimmung sofort nach Saurezusatz 
Protokoll-Nr. von a b c 
sulfat ansatz gefunden 
gefunden gefunden b—a 
1 Pferdeblut Einige Min. 0.075 | < 0,25 0,175 
XIII, 34—36 | 23'/, Stdn. , 0,25 0,175 
2 | Pferdeserum 40 Min. > 0.15 0,7 0,55 
XIII, 38—40 | 26'/, Stdn. , 0,7 0,55 

















*) Blutverdiinnung 1:10. Serumverdiinnung 1: 2. 
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Ich betone aber ausdriicklich, daB das geschilderte Verhalten 
keineswegs immer zu beobachten ist und verweise als Beleg dafir 
auf die weiteren Beispiele, in denen die ,,Lésungsgeschwindigkeit« 
des zum Blut und Serum zugesetzten Eisens bei langerem Stehen 
keineswegs abnimmt (Tab. 6). 


IV. 

Starkenstein zeigte, daf anorganisches, zum Blute zu- 
gesetztes Ferrosalz sehr rasch oxydiert wird und in die Ferristufe 
tibergeht. Entsprechend fand auch ich, daf das, was von zugefiigtem 
Ferrosalz mit 0,4°/,iger Salzsiure sofort in Lésung geht (vgl. 
Abschnitt ITT), zum groBen Teil als Fe™ vorliegt. (Vgl. Tab. 4. 
Nr. 1, Stab e und f). 

Bemerkenswerterweise findet die primire Oxydation auch dann 
statt, wenn man das Ferrosalz zuvor in der Siure auflést und 
so fiir den Blutansatz verwendet. Das folgende Beispiel zeigt nicht 
nur dieses, sondern auch eine andere beachtenswerte Tatsache. 
Auch das in saurer Lésung mit dem Ansatz zum Blute zugefiigte 
HKisen, wird bei sofortiger Bestimmung nicht vollstindig wieder- 
gefunden. Erst nach 24stiindigem Brutschrankaufenthalt ist es 
wieder vollstindig in Lésung gegangen. Also ist auch unter diesen 
Bedingungen eine primaire Reaktion anzunehmen. Tab. 7 zeigt 
das Verhalten an einem bereits in der vorigen Mitteilung in 
anderem Zusammenhang angefiihrten Beispiel. 


Tabelle 7. 


Primire Oxydation und verzégerte Nachweisbarkeit 
auch bei Zusatz von Ferrosalz zur Salzsiiure statt zum Blut. 


Rinderblut X, 88. 





























} ncaa 
Zeitpunkt Fe Mol x 10~? in 1 cem oe 
der tt b c d e f 

Bestimmung von b 
nach pri- rt berechnet re wieder- | davon als 

Siurezusatz | formiert pacheng a+b geruncen! gefunden, Fell! 

Sdure ae 

ans — = ; — — l a enema een rane a 

Sofort....]| . 01 | 0,54 0,64 | 0,5 | 0,45 > 0,4 
Nach 1 Tag | 
Brutschrank | > 0,25 oe 6 6|lCU€> Od" Ses | Oe TT CS GI 











In der vorigen Mitteilung wurde erwihnt, daB beim Stehen- 
lassen der sauren Blutansitze allmihlich eine teilweise Reduktion 


~~ tries lil MS 
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des Hisens eintritt, ein Vorgang, dessen Geschwindigkeit von der 
Temperatur abhingig zu sein scheint. Der Reduktionsvorgang 
endet offenbar mit der Erreichung eines Gleichgewichtszustandes 
im Sinne eines Redoxpotentiales. Einige Beispiele, die das iiber- 
einstimmende Verhalten des Reduktionsvorgangs am praformierten 
,leicht abspaltbaren“ Eisen und am zugesetzten Hisen zeigten, 
enthilt Tab. 8 der vorigen Mitteilung. Die folgende graphische 
Darstellung zeigt die allmihliche Reduktion bei Untersuchung 
eines Ansatzes mit ferrohaltigem Blut und Siiure. Man sieht die 
anfangs rasche, spiiter sehr allmiéhlich erfolgende Zunahme fiir 
das Gesamteisen und das umgekehrte Verhalten fiir den Anteil 
des 3 wertigen Eisens am Gesamteisen. 
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Ferrosalzhaltiges Blut mit 0,4°/,iger HCl. Bei allm&hlicher Ionisierung (Zunahme des ultra- 
filtrablen Gesamteisens) nimmt der relative Anteil des Ferricisens (5 a} ab 
¥, 

Nach dem Verhalten gegeniiber CO wire also das zum Blute 
zugefiigte anorganische Hisen, wenn iiberhaupt, so nur mit der 
Fraktion E’ zu vergleichen. Mit diesem hat es auch das Verhalten 
der relativ raschen Léslichkeit in Siure gemeinsam. Jedoch ist 
die Verteilung auf Blutkérperchen und Blutflissigkeit anders als 
bei EK’. Dies braucht a priori nicht gegen eine Identitit zu sprechen. 
Ks kénnte die, freilich nicht sehr wahrscheinliche, Annahme ge- 
macht werden, daB die Blutkérperchen sich hinsichtlich E’ in 
einem Sittigungszustande befinden. Die Vorgiinge bei der Reduk- 
tion in saurer Liésung kénnen fiir eine Differenzierung nicht heran- 
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gezogen werden, da hier naturgemiB sowohl im Falle des pri- 
formierten Eisens als auch des zugesetzten, bereits Ionen vorliegen. 
Da8 aber ins Blut gelangendes anorganisches Ferroeisen bzw. die 
daraus entstehenden Verbindungen (Ferrikérper nach Starken- 
stein) sich auch von E’ grundsitzlich unterscheiden, geht aus 
dem charakteristischen Verhalten gegeniiber Adsorptionsmitteln 
hervor. Dies wurde bereits an anderer Stelle kurz angedeutet') 
und wird in einer folgenden Mitteilung ausfihrlich besprochen 
werden. 


Experimentelles, 


Ferrochloridzusatz zum Blut und Versuch der Kohlenoxyd- 
hemmung. Beispiel X, 172. Das ferrifreie Ferrochlorid wurde mir auf 


meine Bitte in ausreichender Menge von Herrn Starkenstein-Prag fir | 


die Versuche zur Verfiigung gestellt. Ich danke auch hier fiir das mir damit 
bewiesene freundliche Entgegenkommen. Da, wie mir Herr Starkenstein 
mitteilte, das Salz nicht absolut reines Ferrochlorid ist, so war eine jewei- 
lige analytische Fe-Bestimmung in den daraus hergestellten Lésungen er- 
forderlich. 

0,5162 g Ferrochlorid werden in 100 ccm mit Kohlensiure gesittigtem 
aq. dest. gelést. Von dieser Eisenlisung wird sofort 1 ccm mit 200 ccm 
frischen Rinderblutes vermischt. 50 ccm der Eisenlésung werden mit 50 ccm 
0,8°/, iger HCl versetzt. Das eisenhaltige Blut bleibt '/, Stunde bei Zimmer- 
temperatur stehen. Dann wird das zusatzfreie und das eisenhaltige Blut mit 
aq. dest. aufs 5 fache verdiinnt. Durch je 100 ccm der zusatzfreien und der 
eisenhaltigen Blutlésung wird je '/, Stunde im langsamen Strom Kohlen- 
oxyd durchgeleitet. In vier getrennten Ansiitzen werden dann je 20 ccm 
der normalen zusatzfreien Blutlésung (I), der CO-Blutlésung (II), der Fe- 
Blutlésung (III) und der CO-Fe-Blutlésung (IV) mit gleichen Teilen 0,8°/,iger 
HCl versetzt. Nach 24stiindigem Aufenthalt im Brutschrank erfolgt die 
Ultrafiltration und die Eisenbestimmung in bekannter Weise. 

Es finden sich bei der Analyse, ausgedriickt in Mol x 10~7 in 1 cem, in 
den Ultrafiltraten der 4 Ansiitze folgende Eisenwerte: 

I II Il IV 
0,3 0,075 0,47 (Mittelwert) 0,24 (Mittelwert). 

Gehaltsbestimmung der Ferrolésung. 1. Colorimetrisch nach 
der Peroxydithermethode. Von der zu gleichen Teilen mit 0,8°/, iger 
HCl verdiinnten Fe-Lésung wird 1 ccm mit 0,4°/,iger HCl auf 200 cem auf- 
gefillt. Diese Lésung wird mit 0,4°/, iger HC! nochmals 10 fach verdiinnt. 
Die Eisenbestimmung in dieser Verdiinnung nach der Peroxydithermethode 
ergibt 0,075 x 107? Mol Fe in 1 ccm. Da die Verdiinnung im Blute nur 
halb so hoch ist, ergibt die Analyse 

einen Zusatz von 0,15 x 10~’ Mol Fe in 1 ccm 
+ priformiert 0,3 x 1077 ,, ,, , 1ecem 
berechnet 0,45x 107’ , ,, ,, 1 com. 


5) G. Barkan, Klin. Wschr. 11, 1050 (1932). 
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ra- § 2. Durch Permanganattitration. Fiir 10ccm der zu gleichen Teilen 
en, — mit 0,8°/,iger HCl verdiinnten Eisenlésung werden bis zur eben bleibenden 
x » B Rotfirbung bei der Titration in Hitze im Mittel 1,76 cem n/10-KMn0O, 


(f = 1,14) verbraucht. 


a D. h. 0,176 x 1,14 x 1074 = 0,203 x 10~* Mol Fe in 1 ccm. 
oly [| Nach der Permanganattitration ist das Ferrochlorid demnach nur 86,4°/, ig. 
t 5) Die 1000fache Verdiinnung im Blut ergibt also: 
en , einen Zusatz von 0,2 x 10-7 Mol Fe in 1 ccm 

priformiert gefunden 0,3 x 10-’ ,, ,, ,, 1ccm 

berechnet 0,5 x 107’ ,, ,, ,, 1 ccm. 

rd. Durch colorimetrische Gehalts- 
uf bestimmung (vgl.1) berechnet 0,45 x 107’ ,, ,, ,, 1ccm 
fiir analytisch gefunden 0,47 x 107’ ,, ,, ,, 1 ccm. 
nit § 
oy | Zusammenfassung. 
er ff 1. Zum Blute zugesetztes anorganisches Ferrosalz unter- 
* scheidet sich durch das Fehlen der Kohlenoxydhemmbarkeit von 
m der Fraktion E des ,,leicht abspaltbaren“ Bluteisens. 
m &- 2. Mit der Fraktion KE’ hat es gemeinsam die relativ hohe 
T § Lésungsgeschwindigkeit in verdiinnter Siure. 


3. Abweichend von E’ findet es sich nur in der Blutfliissigkeit. 
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Untersuchungen 
tiber die unbekannten stickstoffhaltigen Substanzen im Harn. 


5. Mitteilung. 
Uber das Vorkommen von y-Butyrobetain im Hundeharn. 


Von 


H. Reinwein. 


(Aus der Medizinischen und Nervenklinik der Universitat Wiirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Februar 1933.) 


Seit den Untersuchungen von Frerichs wei8 man, dai 
KiweiBspaltprodukte, die sonst vom normalen Organismus nicht 
ausgeschieden werden, bei Leberkrankheiten im Harn auftreten 
kénnen. Diese Tatsache veranlafte Takeda‘) unter Kutscher 
Hunde mit Phosphor zu vergiften und den Harn auf unbekannte 
Aporrhegmen zu analysieren. Unter anderen nicht weiter identi- 
fizierbaren Substanzen gelang es ihm, y-Butyrobetain C,H,,NO, 
zu isolieren. Méglicherweise war die von Brieger’) aus ge- 
faultem Pferdefleisch gefundene Base C,H,,NO, schon Buty- 
robetain gewesen. Als ich*) mit derselben Arbeitsmethode Harne 
von Kranken untersuchte, um ebenfalls auf pathologische biogene 
Amine zu fahnden, gelang es mir, Butyrobetain im Harn von 
Kranken mit perniziéser Animie nachzuweisen. 

Da diese Substanz aus normalem menschlichen Harn noch 
nicht dargestellt war, war ich urspriinglich der Ansicht, daB das 
Vorkommen dieses Amins auf krankhafte Veriinderungen im Stofi- 
wechsel zuriickzufiihren sei. Spiiter ergab sich aber, da das 
Butyrobetain bei niederen Tieren verhiltnismaBig oft nachzu- 
weisen war. So fanden Keil, Linneweh, Poller‘) dieses Betain 
als Stoffwechselprodukt der Reptilien, F. A. Hoppe-Seyler und 
W. Schmidt’) es in der Muskulatur von FluBaalen. Die von 
Ackermann, Holtz und mir aus den Aktinien isolierte Base 
Aktinin®) erwies sich nach den spiteren Untersuchungen von 
Ackermann!®) ebenfalls als Butyrobetain. Da die Isolierung und 
Identifizierung dieses Amins, wie aus allen Arbeiten zu ersehen, 
auf recht groBe Schwierigkeiten stiéBt, darf man annehmen, daS 
es auch in anderen Tieren nachweisbar sein wird. 
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Das Butyrobetain (CH,),=NCH, - CH, - CH,CO steht in seiner 
L aa 





O 
chemischen Konstitution dem Carnitin CH,),=NCH,CHOHCH,CO 
| O | 





sehr nahe. Bei der Verfiitterung des Carnitins fand Engeland®) 
— entgegen den Angaben von Guggenheim’) — nicht das er- 
wartete Betain. Die wiedergefundene Substanz war wahrschein- 
lich verunreinigtes Carnitin. Auch Linneweh?) verabreichte 
Carnitin an Hunde, war aber ebenfalls nicht imstande, Buty- 
robetain zu isolieren. Bei der Untersuchung des Liebigschen 
Fleischextraktes konnte Linneweh") das Butyrobetain ebenfalls 
nicht finden. Es gelang ihm?*) dagegen nachzuweisen, daB es 
bei der Faulnis des Carnitins entsteht. 

Das haufige Vorkommen des Butyrobetains im Tierreich und 
die chemisch sehr nahen Beziehungen zum Carnitin veranlaBten 
mich, zu untersuchen, ob das Vorkommen von Butyrobetain im 
Harn von Kranken oder vergifteten Tieren tatsichlich als eine 
Stoffwechselstérung anzusprechen sei. 

Zur Entscheidung dieser Frage hatte ich vor, den Harn von Hun- 
den vor und bei einer Phosphorvergiftung zuuntersuchen. Wieaus dem 
experimentellen Teil naher zu ersehen, gelang es, das Butyrobetain 
schon vor jeder Schidigung des Tierorganismus nachzuweisen. Diese 
Tiere waren mit den gewéhnlichen Kiichenabfillen ernaihrt worden. 
Um die Frage der exogenen Aufnahme weiter einzuschriinken, habe 
ich andere Hunde nach einigen Tagen Hungern nur mit Pferdefleisch 
ernihrt. Auch aus diesen Harnen konnte das Betain isoliert werden. 

Wenn es auch nach den friiheren Arbeiten nicht wahrschein- 
lich war, daB das Butyrobetain bei der Aufarbeitung entstand, 
so habe ich trotzdem noch iiberpriift, ob bei der eingehend ge- 
schilderten Aufarbeitung Carnitin nicht doch in Butyrobetain 
iiberfihrt wiirde. Wie erwartet, wurde das Carnitin zuriick- 
gewonnen, Butyrobetain war dabei nicht gebildet worden. 

Auf Grund dieser Untersuchungen kann man demnach an- 
nehmen, da8 das Butyrobetain im Hundeharn stets vorhanden ist. 
Da ich dieses Betain, wie schon erwihnt, friiher aus dem Harn 
von Kranken mit Biermerscher Animie isolieren konnte, besteht 
meines Erachtens die Annahme zu recht, daB das Butyrobetain 
auch im normalen Menschenharn vorhanden sein wird. Wie das 
kiirzlich von mir im Menschenharn aufgefundene Trigonellin "%), 
gehért demnach auch das Butyrobetain zu den bisher unbekannten 
stickstoffhaltigen Substanzen des Harnes. 
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Experimenteller Teil. 


Von je vier gesunden Hunden, die mit Kiichenabfallen bzw. 
mit Pferdefleisch ernihrt wurden, wurde der Harn in mit etwas 
Schwefelsiure versetzten Gefifen aufgefangen. Die tigliche 
Harnmenge wurde durch Kieselgur filtriert, der so gesammelte 
Harn — es waren im ersten Versuche 17, im zweiten 21 Liter 
— mit Schwefelsiure bis zu einem Gehalt von 5°/, versetzt. 
Fallung mit 50°/, Phosphorwolframsiure bis in der sich klar 
absetzenden Fiiissigkeit auch mit 5°/, Phosphorwolframsaure 
nach Stehen wahrend 3 Minuten keine deutliche Fallung mehr 
nachweisbar war. Der Niederschlag wurde 24Stunden spiter ab- 
filtriert und mit Schwefelsiure chlorfrei gewaschen. Die Phosphor- 
wolframate wurden darauf in bekannter Weise mit fein zer- 
riebenem Baryt in der Kilte zersetzt, das iiberschiissige Barium 
durch Kohlensiure beseitigt, das Filtrat im Vakuum zum diinnen 
Sirup eingeengt. Der Sirup wurde mit Salzsiiure schwach kongo- 
sauer gemacht und mit absolutem Alkohol so oft aufgenommen, 
bis sich alles leicht léste. Der alkoholische Extrakt wurde 
darauf im Vakuum vollig vom Alkohol befreit. Der Riickstand 
wiederum mit 100 cem absolutem Athylalkohol aufgenommen und 
dann mit fein zerriebenem Sublimat bis zur Sattigung versetzt. 
Nach Stehenlassen fiir 24 Stunden im Eisschrank wurde von 
dem Ausgefallenen abgesaugt und dieses mit gesittigter alkoholi- 
scher Sublimatlésung gewaschen. Der gewaschene Niederschlag 
wurde in wenig heiBem Wasser gelést und das Quecksilber durch 
Schwefelwasserstoff beseitigt. Das Filtrat wurde nach Einengen 
im Vakuum mit absolutem Alkohol aufgenommen und mit 20°/, 
alkoholischer Platinchloridlésung versetzt. Es bildete sich zuerst 
ein Niederschlag von Ammoniumplatinat, von dem abfiltriert 
wurde. Nach nochmaligem Zusatz von etwas Platinchlorid be- 
gann deutliche Krystallisation. Von den gebildeten Krystallen 
wurde nach 48 Stunden abgesaugt, das Platin durch Schwefel- 
wasserstoff entfernt und die Chloridlésung im Vakuum zum 
diimnen Sirup eingeengt. Der Sirup, der schon im Destil- 
lationskolben zu krystallisieren begann, wurde mit absolutem 
Methylalkohol aufgenommen, um geringe Mengen anorganischer 
Chloride zu entfernen. Nach Abdestillation des Alkohols trat im 
Vakuumexsiccator gute Krystallisation auf. Die Krystalle wurden 
mit absolutem Alkohol gewaschen. Nach Umkrystallisation aus 
etwas Wasser wurde das Chlorid bei 100° im Preglapparat ge- 
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trocknet. Es wog bei dem ersten Versuch 0,23 g, bei dem zweiten 
0,15 g. Schmelzp. 205°. 


3,041 mg Subst.: 0,194 com N, (22,5°, 750 mm). — 4,673 mg Subst.: 
7,915 mg CO,, 3,790 mg H,O. — 3,136 mg Subst.: 2,497 mg AgCl. 


C,H,,NO,HCl Ber. C1195 N7,71 © 4626 H 8,88 
= a te |, ae Oe. 


Kin Teil des Chlorids wurde mit 30°/, Goldchloridlésung 
gefallt. Die Fallung war zuerst etwas lig, krystallisierte aber 
nach Umkrystallisation aus verdiinnter Salzsiure sehr gut. Nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren blieb der Schmelzpunkt bei 183° 
konstant. Im Vakuum bei 100° getrocknet. 


3,752, 7,605 mg Subst.: 1,52, 3,085mg Au. — 6,905 mg Subst.: 
0,1960 com N, (17°, 743 mm). — 5,441, 6,691 mg Subst.: 3,47, 4,305 mg 
CO,, 1,66, 2,03 mg H,O 

C,H,,NO,HAuC\l,. 
Ber. Au 40,65 N 2,89 C 17,3 H 3,32 
Gef. ,, 40,51, 40,56 ,, 3,27 » 17,4, 17,55 ,, 8,41, 3,40. 


Aus dem Harn der Hunde, die nur mit Pferdefleisch ge- 
fiittert waren, ergab das auf dieselbe Weise gewonnene Goldsalz 
folgende Werte (Schmelzp. 182°): 

3,460 mg Subst.: 1,406 mg Au. — 7,39 mg Subst.: 0,2009 ccm Ng, (18°, 
751 mm). — 4,977 mg Subst.: 3,255 mg CO,, 1,44 mg H,0. 

Gef. Au 40,65 N 3,15 C 17,84 H 3,24. 


Kin Teil des Chlorids, das, wie die Werte des Chlorids und 
des Goldsalzes einwandfrei ergeben haben, y-Butyrobetain war, 
wurde mit alkoholischer Platinchloridlésung gefallt. Nach Um- 
krystallisation aus verdiinnter Salzsiiure ergab sich ein Schmelz- 
punkt von 224°, wie er fir das Butyrobetainplatinat an- 
gegeben ist. 


Zusammenfassung. 


y-Butyrobetain lieB sich bei verschiedener Fiitterug aus 
dem Harn normaler Hunde isolieren. Die Annahme, daB das 
Vorkommen von Butyrobetain im Harn auf eine besondere 
Schidigung des Organismus zuriickzufiihren sei, laBt sich dem- 
nach nicht mehr aufrecht erhalten. Aus diesem Grunde erscheint 
es wahrscheinlich, da8 das Butyrobetain auch im normalen 
Menschenharn vorkommt, nachdem es schon friiher im Harn yon 
Blutkranken gefunden wurde. 
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Literatur. 


Takeda, Pfliigers Arch. 133, 365 (1910). 

Brieger, Uber Ptomaine III, 8. 30. Hirschwald, Berlin 1886. 
Reinwein u. Thielmann, Arch. f. exper. Path. 103, 115 (1924). 
Keil, Linneweh u. Poller, Z. Biol. 86, 187 (1927). 

Ackermann, Holtz u. Reinwein, Z. Biol. 80, 131 (1928). 
Ackermann, Z. Biol. 86, 199 (1927). 

F. A. Hoppe-Seyler, Z. Biol. 87, 69 (1927). 

Engeland, Z. f. Untersuch. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 16, 664 (1908). 
Guggenheim, Die biogenen Amine. Springer 1920. 

Linneweh, Diese Z. 181, 42 (1929). 


. Linneweh, Diese Z. 175, 91 (1928). 
. Linneweh, Diese Z. 181, 54 (1929). 


Linneweh u. Reinwein, Diese Z. 207, 48 (1932); 209, 110 (1923). 
Friihere Mitteilungen: Reinwein, Dtsch. Arch. f. Klin. Med. 144, 37 
(1923); Arch. f. exper. Path. 103, 115 (1924); Z. f. d. ges. exper. Med. 42, 
228 (1924). 



































08), 


23), 
37 
42, 








Uber ein Phytohormon der Zellstreckung. 
Zur Chemie des krystallisierten Auxins. | 
5. Mitteilung tiber pflanzliche Wachstumsstofte. 


Von 


Fritz Kégl, Hanni Erxleben und A. J. Haagen-Smit. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Rijks-Universitat Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Februar 1933.) | 


In der vorangegangenen Mitteilung') haben wir die Rein- 
darstellung des Auxins aus menschlichem Harn beschrieben; wir 
behandeln nunmehr die bisher durchgefiihrten Versuche zur 
chemischen Charakterisierung dieses pflanzlichen Wuchsstoffs. 
Da wir bisher erst 330 mg der aktiven Substanz in Hinden 
hatten, wovon etwa die Hilfte fiir Abbauversuche und fir 
physiologische Priifungen verwendet worden ist, waren wir natur- 
gemaB gezwungen, uns beim Studium der Derivate auf die wich- 
tigsten Versuche zu beschrinken. | 

Bei der Aufarbeitung von menschlichem Harn wird '— wie 
schon erwihnt — zumeist das Krystallisat einer aktiven Saure 
vom Schmelzp. 196° (unkorr.) erhalten, die im folgenden als 
Auxin bezeichnet wird; gelegentlich scheiden sich aus den hoch- 
aktiven Destillaten jedoch Krystalle vom Schmelzp. 173° (unkorr.) 
aus, die, wie unten naher begriindet wird, das ebenfalls aktive 
Auxinlacton darstellen. Die Krystalle enthalten nur Kohlen- 
stoff, Wasserstoff und Sauerstoff. Die Bestimmung des Molekular- 
gewichts nach Rast ergab 338 als Durchschnittswert. Vor ein 
paar Jahren hatte F. W. Went?) in aufeinandergestellten Agar— 
Agarwiirfelchen mit Hilfe der Wachstumsreaktion den Diffusions- 
koeffizienten des Wuchsstoffs aus Haferspitzen bestimmt und 
hieraus auf ein Molekulargewicht zwischen 300 und 400 ge- 
Sschlossen. Der von uns gefundene Wert des aus Harn isolierten 


eee 


1) Diese Z. 214, 241 (1938); 3. Mitteilung: Naturw. 21, 17 (1938). 
*) Proefsehrift, Utrecht 1928, und zwar S. 51. 
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Auxins liegt innerhalb dieser Grenzen. Bei der Mikrotitration 
verhilt sich der Stoff vom Schmelzp. 173° wie ein Lacton; es 
ergab sich ein Aquivalentgewicht von 323; Auxin ist also eine 
einbasische Siéure. Die Mikroanalysen stimmen gut zu den 
Formeln C,,H,,O, fiir Auxin und C,,H,,0, fiir das Lacton, 
Hiermit stehen auch die Bestimmungen des Molekulargewichts 
und des Aquivalentgewichts in Einklang, nur die fiir das Lacton 
gefundenen Werte liegen etwas hoch. 

Die Lactonnatur der fraglichen Verbindung ist auf ver- 
schiedene Weise sichergestellt. Zunichst haben wir die aktive 
Saure durch Kochen mit chlorwasserstoffhaltigem Methylalkohol 
in das neutral reagierende, methoxylfreie Lacton umwandeln 
kénnen. EKinen weiteren Einblick in die Verhiltnisse gab uns 
das Studium der optischen Drehung. Die Lésungen der beiden 
aktiven Krystallisate zeigen nimlich Mutarotation, die zum selben 
Endwert fiihrt, wenn man die Konzentrationen auf ein und dice- 
selbe Substanz berechnet. Die Messungen muBten in alkoholi- 
scher Lésung durchgefiihrt werden, da die Léslichkeit in Wasser 
zu gering war, um die sehr kleinen Drehungen beobachten zu 
kénnen. Die Drehung erreichte bereits nach 2—3 Stunden einen 
konstanten Wert, woraus sich ein SchluB auf die GréBe des 
Lactonringes ziehen 1a4Bt, da in den letzten Jahren vor allem von 
W. N. Haworth?) und seinen Mitarbeitern die Hydrolysen- 
geschwindigkeiten von y- und d-Lactonen bestimmt und mitein- 
ander verglichen worden sind. Dabei zeigte sich, daB in wiB- 
riger Lésung d-Lactone zumeist in wenigen Stunden, y-Lactone 
dagegen erst nach Tagen den Gleichgewichtszustand erreichen. 
Wir halten es daher fiir wahrscheinlich, da8 auch in unserem 
Fall die Mutarotation durch die Einstellung eines Gleich- 
gewichts zwischen der freien Siure und ihrem d-Lacton be- 
dingt ist. 

Es ist allerdings auffallend, da8 aus einer alkoholischen 
Lisung des Lactons, die ihre Enddrehung erreicht hat, beim 
Einengen wieder ziemlich quantitativ das Lacton auskrystallisiert, 
wihrend beim analogen Versuch mit Auxin wieder die freie 
Saure erhalten wird. Man kann jedoch das Lacton in die Siure 
umwandeln, wenn man seine Lisung — nach Einstellung des 
Gleichgewichts — einengt und kurz vor Beginn der Krystalli- 


1) Vgl. W. N. Haworth, Die Konstitution der Kohlenhydrate. Dresden 
und Leipzig 1982, Verlag von Th. Steinkopff, und zwar S. 25. 
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sation mit Krystallen der Siure animpft. Es ist auch noch zu 
erwihnen, dab die wiBrige Liésung des Lactons, die erst nach 
einigen Stunden gegen Lackmus sauer reagiert, beim Kinengen 
yorwiegend die Krystalle des Auxins liefert. 

Obschon die Anwesenheit eines Carboxyls nicht zu_be- 
gweifeln war, haben wir zur weiteren Sicherung der analytischen 
Zusammensetzung den Methyl- und den p-Phenyl-phenacylester 
unserer Siiure dargestellt; beide Ester zeigten die erwartete Zu- 
sammensetzung. Es ist bemerkenswert, daB auch der Methylester 
bei der Testreaktion — im Gegensatz zum Lacton — vollig un- 
wirksam ist. 

Es ergab sich nunmehr die Aufgabe, die Funktion der beiden 
letzten Sauerstoffatome des Auxins festzustellen. Hierzu wurde 
die Siure in Pyridinlésung mit m-Dinitro-benzoyl-chlorid um- 
vesetzt. Dabei entstand ein Tri-(m-dinitro-benzoyl)-auxin von der 
Zusammensetzung C,,H,.0,,N,. Auxin enthalt also neben der 
Carboxylgruppe drei alkoholische Hydroxyle. 

Aus der Empfindlichkeit gegen peroxydhaltige Lésungsmittel, 
die sich schon bei der Anreicherung der aktiven Substanz hiufig 
unliebsam bemerkbar machte, war von vornherein auf den un- 
gesiittigten Charakter des Auxins zu schlieBen. Durch die kata- 
lytische Hydrierung mit Platinoxyd—Platinschwarz nach Adams- 
Shriner gelang es, ein Dihydro-auxin der Zusammensetzung 
C,gH,,0, und ein Dihydro-auxinlacton C,,H,,0, darzustellen. 
Die beiden Hydrierungsprodukte geben mit ‘Tetra-nitro-methan 
keine Gelbfairbung mehr und beide sind bei der Testreaktion 
vollkommen unwirksam. Da Dihydro-auxin gegeniiber der nor- 
malen Trioxyfettsiiure (C,,H,,O,) noch ein Defizit von zwei 
Wasserstoffatomen aufweist, muf es einen Kohlenstoffring ent- 
halten. Auxin ist also eine monocyclische, einfach un- 
gesaittigte Trioxycarbonsiure. 

Bei den zahlreichen Aufarbeitungen von Harn, die wir bisher 
durchgefiihrt haben, sind nicht selten plétzlich groBe Verluste 
an aktiver Substanz aufgetreten, und manchmal war die Wirksam- 
keit von irgendeiner Stufe ab véllig verschwunden. Urspriinglich 
haben wir dies natiirlich immer auf oxydative Zerstérung des 
Auxins zurickgefihrt. Zu unserer Uberraschung machten wir 
jedoch die Feststellung, daS auch unsere reinen krystallisierten 
Wuchsstoffpriparate nach ein paar Monaten inaktiv geworden 
waren. Wir haben daraufhin die aktiven Krystalle im Hoch- 
vakuum eingeschmolzen und im Dunkeln aufbewahrt. Aber auch 
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unter diesen Umstinden war die Wirksamkeit nach der genannten 
Zeit verschwunden. Die Analysen des inaktiven Krystallisats — 
zeigen keine Veranderung der Zusammensetzung, auch Molekular- 
und Aquivalentgewicht sind gleich geblieben; es hat also eine 
Isomerisierung des Auxins stattgefunden. Der Schmelzpunkt 


entspricht dem eines Stoffgemisches, und in der Tat konnte durch | q 
fraktionierte Krystallisation aus 90°/,igem Alkohol eine Zerlegung ~ 
in isomere Produkte erzielt werden, die wir als Pseudoauxine!) | © 


bezeichnen wollen. Durch viermaliges Umkrystallisieren des In- | 
aktivierungsproduktes sinkt die spezifische Drehung von — 1,799 — 
auf — 5,81°, wihrend der Schmelzpunkt praktisch unverindert 
bleibt; da von dem reinsten Produkt nur 9,4 mg vorhanden ~ 
waren, konnte noch nicht festgestellt werden, ob es sich hierbei 
um einen einheitlichen Stoff handelte. Aus der ersten Mutter- 
lauge wurde ein Krystallisat von der spezifischen Drehung + 8,42° 
erhalten. Beide Umlagerungsprodukte besitzen noch die Doppel- 
bindung (Gelbfarbung mit ‘Tetranitro-methan) und die freie | ~ 
Carboxylgruppe (Reaktion gegen Lackmus). Man wird bei dieser 7 
Inaktivierung des Auxins in erster Linie an eine Wanderung der 
Doppelbindung und daneben an sterische Umlagerungen zu denken 


haben. Bei der weiteren Untersuchung wird vor allem zu priifen | : 


sein, ob die Pseudoauxine noch alle drei Hydroxylgruppen ent- | 


halten, oder ob unter voriibergehender Bildung eines Enols eine , © 


Ketogruppe entstanden ist. In einem noch zu bestitigenden 
Versuch haben wir das Gemisch der Pseudoauxine katalytisch 
hydriert. Das Reaktionsprodukt, welches unter Aufnahme von 
1 Mol Wasserstoff entstand, schmolz bei 198° (Dihydro-auxin bei 
199°) und zeigte eine Enddrehung von — 3,08° (Dihydro-auxin 
— 3,14, Trotz dieser geringen Abweichungen ist die Identitit 
beider Stoffe in Betracht zu ziehen; die Bestitigung dieses Be- 
fundes wiirde wichtige Schluffolgerungen iiber den Verlauf der 
Inaktivierung und die Konstitution der Pseudoauxine ermiég- 
lichen. 

In der letzten Zeit ist es gelungen, krystallisierte Oxydations- 
produkte des Auxins zu erhalten, die einen ersten Einblick in 
den Bau des Molekiils ergeben haben. Wir méchten jedoch von 
einer Besprechung der Konstitutionsverhiltnisse noch absehen, 
da wir von den im Gang befindlichen Versuchen in nicht zu ferner 
Zeit eine weitere Klarung erhofien. 


1) Die reinen Stoffe sollen als Pseudo-auxin a, b usw. bezeichnet werden. 
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Uber ein Phytohormon der Zellstreckung. 


Versuchsteil. 


I. Physikalische Eigenschaften des Auxins und seines Lactons. 


Krystallformen. Auxin scheidet sich aus Alkohol—Ligroin 
(1:1) in farblosen hexagonalen Krystallen aus; Auxinlacton wird 
aus etwa 50°/,igem Aceton in Nadelchen erhalten, die zu gréBeren 
Biindeln vereinigt sind. Eine ausfiihrliche Beschreibung der 
Krystallformen wird — zusammen mit der réntgenographischen 
Untersuchung — verdéffentlicht werden. 

Léslichkeit. Das krystallisierte Auxin ist in der Kalte in 
Methanol, Athanol, Essigester leicht, in Ather etwas schwerer 
lislich; in Wasser ist die Lislichkeit geringer, in der Kilte kann 
nur eine etwa 1°/,ige Lésung bereitet werden. In Petrolither und 
in Ligroin ist Auxin fast unléslich, wie sich das bereits bei der 
Darstellung gezeigt hat; reines Auxin ist jedoch auch in Benzol 
kaum léslich, wihrend die unreine Verbindung bei der Anreiche- 
rung aus Harn durch die Gegenwart von Begleitstofien in die 
Benzolschicht iibergefiihrt werden kann. 

Die Krystalle des Auxinlactons sind in Methanol, Athanol 
Essigester, Ather, ebenso in Aceton und Chloroform noch leichter 
léslich als die Siure; die Léslichkeit in Wasser ist dagegen 
etwas geringer. Auch Auxinlacton ist in Petrolither, Ligroin 
und Benzol kaum ldslich. 

Optische Drehung. 1. Auxin. In Wasser konnte — an- 
scheinend wegen der geringen Léslichkeit der aktiven Krystalle 
— keine deutliche Drehung festgestellt werden. Die folgenden 
Bestimmungen sind deshalb in 96°/,igem Athylalkohol vor- 
genommen worden; hierbei war eine schwache Linksdrehung zu 
beobachten, die jedoch zunahm und nach etwa 2 Stunden einen 
konstanten Endwert erreicht hatte. Die spezifische Drehung 
betrug dann [@]}?° = — 3,19°. 

Wir haben natiirlich die Reinheit der Krystallisate nicht 
nur durch die pflanzenphysiologische Testreaktion, sondern auch 
durch die Bestimmung der optischen Drehung kontrolliert. Wih- 
rend die physiologische Wirksamkeit des reinen krystallisierten 
Auxins zwischen etwa 10 und 100 Milliarden Avena-EKinheiten pro 
Gramm schwankt, wird der Endwert der spezifischen Drehung 
unabhingig hiervon konstant gefunden. Dieser Befund hat uns 
in der Auffassung bestiirkt, daB die Schwankungen bei der 
physiologischen Auswertung nicht durch chemische Verainderangen 
3 * 
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der aktiven Substanz, sondern durch spiater zu _besprechende 
iuBere Kinfliisse verursacht werden. 
Beispiele: a) Produkt 1488. Wirksamkeit 23 Milliarden AE pro 


Gramm; Schmelzp. 196°. %) 
17,628 mg Subst. gelést in 212,1 mg Alkohol, ¢ = 8,3. 


' Zeit in Minuten... . 4 20 35 60 Endwert 
WH a6 oS wes ss —0,10° —0,12° —0,125° —0,131° — 0,132° 
Spez. Drehung .... —2,41° —2,89° -—3,01° —3,15° —3,1T° 

100-0,132 
20 _- — = = é 70 y ; ). 
(or)? 0,5°8,30 3,17° (Enddrehung) 


b) Produkt 1644. Wirksamkeit 43 Milliarden AE pro Gramm; Schmelz 


punkt 196°. 
12,282 mg Subst. gelést in 128,1 mg Alkohol, ¢ = 9,59. 


Zeit in Minuten..... 6 120 (Endwert) 
tae ae ek 8s -0,118° —0,152° 
Spez. Drehung...... 2,46° — 3,17° 

; 100-0,152 arene 

[o]2° = — ——_—! = — 8,17° (Enddrehung). 


0,5-9,59 
ce) Produkt 2466. Wirksamkeit 29 Milliarden AE pro Gramm; Schmelz. 


punkt 196°. 
22,621 mg Subst. gelést in 245,4 mg Alkohol, c = 9,22. 


Zeit in Minuten .... 6 25 50 Endwert 
WO bo oN wees —0,21° —0,267° —0,288° -—0,294° 
Spez. Drehung..... —2,28° -—-2,89° —3,12° — 3,19° 
100-0,294 ; 
[o]2° = — = — 3,19° (Enddrehung). 
: 1+9,22 x 


d) Produkt 2605. Wirksamkeit 60 Milliarden AE pro Gramm; Schmelz- 


punkt 196°. 
23,198 mg Subst. gelést in 252,8 mg Alkohol, c = 9,16. 


Zeit in Minuten.... 5 35 60 180 Endwert 
a —0,20° -0,2569 -0,277° -—0,288° —0,292° 
Spez. Drehung .... —2,18° —2,80° -3,02° -3,15° — 3,19°, 


- 999 
2. Auxinlacton. Auch beim Lacton muBte die spezitische 
Drehung in 96°/,igem Alkohol bestimmt werden, da die Léslich- 
keit in Wasser unzureichend ist. Es wird ebenfalls Mutarotation 
beobachtet, die Drehung nimmt jedoch in diesem Fall ab; nach 
3 Stunden ist ein konstanter Kndwert erreicht. 
Beispiele: a) Produkt 2631. Wirksamkeit 44 Milliarden AE pro 
Gramm; Schmelzp. 172,5°. 


= — 3,19° (Enddrehung). 





') Alle Schmelzpunkte der Arbeit sind unkorrigiert. 


SL as ce tren ora eae ery 











BEE RAURE TS RRS 


melz 


melz- 


nelz - 





remem 





eg os Bisa ie icha iyi say! 


IOS Es RRR SS a al all 


Pata Regia 


SA RANG CRS 











Uber ein Phytohormon der Zellstreckung. 837 


24,268 mg Subst. gelést in 258,383 mg Alkohol, ¢ = 9,4. 
Zeit in Minuten 5 20 50 120 180 Endwert 
Winkel ..... —0,878° —0,34° -—0,332° -—0,330° —0,3299 —0,326° 
Spez. Drehung. -4,02° -—3,62° —3,549 -—3,51° -—3,50° -—3,47° 


2___ = — 8,479 (Enddrehung). 





b) Produkt 2635. Wirksamkeit 63 Milliarden AE pro Gramm; Schmelz- 
punkt 173°. 
22,628 mg Subst. gelést in 241,7 mg Alkohol, ¢ = 9,38. 


Zeit in Minuten .. 4 20 50 180 Endwert 
Wes wk. —0,88° —0,359°  —0,351° —0,335° —0,320° 
Spez. Drehung... -—4,06° -—3,83° — 3,74° — 3,57° — 3,44° 
100-0320 
[7120 — a ee Se ee 0 
ah = 1-9,38 = 3,44 ° 


Wie man sieht, sind die Endwerte der spezifischen Drehung 
bei Auxin [@]?° = — 3,19° und bei Auxinlacton [a@]?® = — 3,44°. 
Es war zu vermuten, daB die Mutarotation in beiden Fillen auf 
der Kinstellung eines Gleichgewichts zwischen der freien Siure 
und ihrem Lacton beruht. ‘Trifft dies zu, so miissen die End- 
drehungen gleich sein, wenn man den Prozentgehalt der Lésungen 
auf ein und dieselbe Substanz, z. B. die Siure, bezieht. In der 
Tat erhalt man dann fiir das Lacton die gleiche Enddrehung wie 
fir die Siure; so ergeben die beiden fiir das Lacton angefihrten 
Beispiele folgende Werte: 

100-0,226 





ims Maid 
-0,320 
[aj2° =— ste ce =— 3,17°. 


. 1-10,1 
Wechselseitige Umwandlung von Lacton und Siéure. a) Um- 
wandlung des Lactons in die Siure (nach Einstellung 
des Gleichgewichts in waBriger Lésung). 3 mg Lacton 
wurden in 1,2 ccm Wasser gelést. Die Liésung reagierte anfinglich 
neutral gegen Lackmuspapier, erst nach mehreren Stunden war 
deutlich saure Reaktion festzustellen. Nunmehr wurde das Lésungs- 
mittel bei gewéhnlicher Temperatur im Vakuum entfernt. Der 
Riickstand bestand aus sehr unregelmiBig geformten Krystallen 
vom Schmelzp. 190°. Unter dem Mikroskop waren keine Nadel- 
chen zu beobachten. Die physiologische Wirksamkeit der Sub- 
stanz betrug 39000000 AE/mg. 
b) Rickgewinnung des Lactons (nach Kinstellung des 
Gleichgewichts in alkoholischer Lésung). 2 mg Lacton 
wurden in 1 ccm 96°, igem Alkohol gelést. Die Lisung reagierte 
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neutral gegen Lackmus und auch nach -2tiigigem Aufbewahren 
war keine deutliche Rotfirbung wahrzunehmen. Nach dieser Zeit 
wurde die Lésung eingeengt, kurz vor Beginn der Krystallisation 
mit Lactonkrystallen angeimpft und danach voéllig zur Trockne 
eingedampft. Im Riickstand waren fast nur Nidelchen zu beob- 
achten. Schmelzp. 172°; Wirksamkeit 34000000 AE/mg. 

c) Teilweise Umwandlung des Lactons in die Siure 
(nach Hinstellung des Gleichgewichts in alkoholischer 
Lésung). 2mg Lacton wurden wie unter b) gelést und auf- 
bewahrt. Nach 2 Tagen wurde die Lésung eingeengt und vor 
der Krystallisation mit Auxinkrystallen angeimpft. Es wurden 
unregelmaBige Krystalle vom Schmelzp. 188° erhalten; ihre Wirk- 
samkeit betrug 40000000 AE/mg. 


Ultraviolettabsorption. [Fiir das Studium der Ultraviolett- 
absorption des Auxins sind wir dem Physikalischen Laboratorium 
der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, sehr zu Dank 
verpflichtet. Die Spektren wurden nach der Methode von Hart- 
ley-Baly in Schichtdicken von 2—100 mm aufgenommen; die 
verwendete Ausgangslésung enthielt 1,502 mg frisch dargestelltes 
Auxin in 1,508 g 96°/,igem Alkohol; sie wurde fiir die Versuche 
entsprechend weiter verdiinnt (46,4 mg pro Liter). Es zeigte sich 
kein charakteristisches Spektrum; die Absorption beginnt erst 
unterhalb 245 mu. 

Monomolekulare Filme. Durch das freundliche Entgegenkommen 
von Herrn Prof. EK. Gorter, Leiden, war es uns méglich, mono- 
molekulare Filme von Auxin und seinem Lacton auszumessen; 
wir werden hieriiber in einer besonderen Arbeit berichten. 


II. Molekularformel, 
Funktion der Sauerstoffatome und Sattigungsgrad des Auxins. 
Die Krystalle des Auxins bzw. seines Lactons sind frei von 
Stickstoff, Phosphor und Schwefel. 


Molekulargewichtsbestimmungen. Die Bestimmung des 
Molekulargewichts wurde in Campherlésung nach Rast vor- 


genommen. 


a) Auxin. 0,296, 0,307, 0,268 mg Subst.: 3,042, 3,162, 3,312 mg Cam- 
pher; 4 = 11,6, 11,4, 9,6°. Mol.-Gew.: 335, 341, 338. Mittelwert: 338. 

b) Auxinlacton. 0,490, 0,394, 0,270 mg Subst.: 5,203, 5,402, 
3,168 mg Campher; 4 = 11,0, 8,3, 10,3°. Mol.-Gew.: 342, 352, 330. Mittel- 
wert: 341. 
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Aquivalentgewichtsbestimmung. Zur Titration wurde 











































s Auxinlacton verwendet, dessen Lisung in der Wiarme rasch ein 

ion | Aquivalent Kalilauge verbrauchte. 

ce - 3,701 mg Subst.: 0,485 cem n/45-Kalilauge, d. i. 13,1°/, Carboxyl. 

ob- Daraus ergibt sich als Aquivalentgewicht fiir das Lacton 

: 322,8 und fiir die Siure 340. 

ire §— Auxinlacton. Zur Analyse wurde bei 45—50° im Hochvakuum 

er konstant getrocknet. 

ul- § 4,849, 4,216, 3,369 mg Subst.: 12,200, 10,815, 8,634 mg CO,, 4,410, 

vor 3,660, 2,981 mg H,O. 

len C,¢H3.0, (310,2) Ber. C 69,62 H 9,75 

k. Gef. ,, 68,62, 69,96, 69,89 10,18, 9,71, 9,90. 
Eine Mikro-Zeiselbestimmung mit 3,007 mg Subst. ergab keinen Meth- 

oxylgehalt. 

M- Auxin. Zur Analyse wurde bei 60° im Hochvakuum konstant ge- 

um trocknet. 

nk f 8,146 mg Subst.: 7,583 mg CO,, 2,722 mg H,0. 

t- fF  CigHy.0, (828,2) Ber. C 65,88 H 9,81 Gef. C 65,74 H 9,68. 

He Auxinmethylester. 11 mg Auxin wurden in 2 ccm Ather 

- gelist, mit 2 ccm itherischer Diazomethanlésung (aus 0,5 ccm 

he Nitroso-methyl-urethan bereitet) versetzt, 3 Stunden bei 0° und 

ch dann noch 4 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die 

st Lésung wurde darauf im Vakuum zur Trockne eingedampft und 

die zuriickbleibenden Krystalle aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
en Schmelzp, 148°, nach nochmaligem Umkrystallisieren 150° Aus- 
- F beute 6,9 mg. Die Lésungen des Auxinmethylesters waren bei 


n; {| der Testreaktion véllig unwirksam. 

Spezifische Drehung. 6,921 mg Subst. in 125,8 mg Alkohol gelést. 

100-0,104 

0,5°5,50 
Molekulargewichtsbestimmung. 0,291, 0,318, 0,329 mg Subst.: 

3,114, 3,186, 3,266 mg Campher; 4 = 10,8, 11,6, 11,8°. Mol.-Gew: 347, 





[a]2° = — =— 3,77°. 





mn fF 345, 340. Mittelwert 344. 
3,826 mg Subst.: 9,350 mg CO,, 3,42 mg H,0. 
- C,,H,,0, (342,83) Ber. C 66,61 H 10,02 Gef. C 66,65 H 10,00. 
- | Tri-m-dinitro-benzoyl-auxin. 8,2 mg Auxin und 25 mg m-Di- 
_ nitro-benzoylchlorid wurden in 1,5 ccm reinem, trockenem Pyridin 
n- {| gelést und 1 Stunde lang im Wasserbad erhitzt. Nach dem Er- 


| kalten wurde die gelb-braune Lisung mit 0,5 ccm verdiinnter 
| Schwefelsiure vermischt und iiber Nacht im Eisschrank auf- 
_  bewahrt. Der krystallinische Niederschlag wurde abfiltriert und 
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mehrmals mit kaltem Wasser ausgewaschen. Das _ briaunliche 
Produkt wurde nun 3mal mit je 1,5 ccm Alkohol ausgekocht und 
die einzelnen Extrakte bis fast zur Trockne eingedunstet. Es 
schieden sich dann gelblich-braune kleine Krystalldrusen ab, die 
abfiltriert, vereinigt und 2 mal aus siedendem Wasser umkrystalli- 
siert wurden. Schmelzp. 168°; Ausbeute 13 mg. 

Molekulargewichtsbestimmung. 0,288, 0,313, 0,309 mg Subst.: 
2,924, 3,074, 2,879 mg Campher; 4 = 4,27, 4,43, 4,83° Mol.-Gew.: 922, 
921, 888. Mittelwert 910,3. 

3,264 mg Subst.: 6,125 mg CO,, 1,210 mg H,O. — 2,726, 2,617 mg 
Subst.: 0,225, 0,215 cem N, (19, 21°; 749, 752 mm). 

CygHggQaoNq (910,83) Ber. C 5141 H 4,21 N 9,23 
Gef. , 51,18 ,, 4,15  ,, 9,49, 9,43. 

p-Phenyl-phenacylester') des Auxins. 3,7 mg Lacton wurde in 
der Hitze mit n/45-Kalilauge genau neutralisiert und die Lésung 
dann zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde zusam- 
men mit 3,25 mg p-Phenyl-w-brom-acetophenon in 2 ccm 80°/, igem 
Alkohol 11/, Stunden zum Sieden erhitzt. Da nach dem Erkalten 
nur eine geringe Triibung auftrat, wurde die Lésung auf das halbe 
Volumen eingeengt und iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt. Es 
bildete sich eine farblose, mikrokrystalline Fallung, die abfiltriert 
und aus 80°/,igem Alkohol umkrystallisiert wurde. Kleine Krystall- 
drusen, Schmelzp. 162°. Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus 
70°/,igem Alkohol wurden 3,3 mg des Esters vom Schmelzp. 166° 
erhalten. 

3,121 mg Subst.: 8,351 mg CO,, 2,343 mg H,O. 

C,.H,.0, (522,38) Ber. C 73,52 H 8,11 Gef. C 72,98 H 8,40. 


Dihydro-auxinlacton. 5 mg Auxinlacton wurden in 4 ccm 
Hisessig gelést und mit 150 mg Platinoxyd—Platinschwarz (nach 
Adams-Shriner) 22 Stunden bei Zimmertemperatur hydriert. 
Die Eisessiglisung wurde vom Platin abfiltriert und im Vakuum 
zur Trockne eingedampft. Der Riickstand (farblose, stibchen- 
foérmige Krystalle) wurde aus Athanol-Ligroin (1 : 1) umkrystallisiert. 
Es wurden 3,4 mg Krystalle vom Schmelzp. 191° erhalten. Das 
Hydrierungsprodukt gibt — im Gegensatz zum Ausgangsmaterial — 
keine Gelbfairbung mit Tetranitromethan; beim Pflanzentest ist 
es vollig unwirksam. 

3,009 mg Subst.: 7,668 mg CO,, 2,694 mg H,0. 

C,.H,.0, (312,38) Ber. C 69,16 H 10,33 Gef. C 69,50 H 1002. 


1) Vgl. N. L. Drake u. I. Bronitsky, Am. Soe. 52, 3715 (1930). 
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Dihydro-auxin. 22 mg Auxin wurden in 6 ccm Kisessig gelist 
und mit 200 mg Platinoxyd—Platinschwarz 18 Stunden bei Zimmer- 
temperatur hydriert. Die Wasserstoffaufnahme betrug 1,14 Mol. 
Die Lésung wurde filtriert und im Vakuum zur Trockne ge- 
dampft. Der Riickstand krystallisierte nach Anreiben mit wib- 
rigem Aceton allmihlich; die Krystalle lassen sich aus Wasser 
oder aus 70°/,igem Alkohol umkrystallisieren. Schmelzp. 199°. 


Spezifische Drehung. 17,428 mg Subst. in 202,9 mg Alkohol gelést, 
¢ = 8,58. 


Zeit in Minuten- 6 20 Endwert 
Winkel ------- —0,248° —0,266° — 0,268 ° 
Spez. Drehung- —2,89°  —3,10° — 3,14° 
20 _. .. 100-0,268 | 
[e],° =— - = — 3,14° (Enddrehung). 


1-8,58° 
2,998 mg Subst.: 7,215 mg CO,, 2,754 mg H,0. 

C,sH,,0, (330,83) Ber. C 65,40 H 10,37 Gef. C 65,64 H 10,28. 
Inaktivierung des Auxins und seines Lactons. a) Auxinlacton. 


Das am 15. 1. 1982 gewonnene Produkt 304 wurde in einem mit Kork ver- 
schlossenen Priparatenréhrchen aufbewahrt. Die Wirksamkeit war 


am 15.1.1932 35 Milliarden AE pro Gramm 


, 28.1.1982 29 ms a gs a 
 12.2.1932 35 ¥ are et 
11.38.1932 19 " ss) Gad a 
» 15.6.1932 war das Priparat voéllig unwirksam. 


b) Auxin. Das am 6. 3. 1932 gewonnene Produkt 689 wurde ebenso 
auf bewahrt. 

Wirksamkeit am 6. 3.1932 50 Milliarden AE pro Gramm 
» 64.1932 57 “ ast. 4 . 
» 13. 6.1932 vdéllig unwirksam. 

ce) Auxinlacton. Das am 22. 7.1932 gewonnene Produkt 1503 wurde 
am folgenden Tag im Hochvakuum eingeschmolzen und bei Zimmer- 
temperatur im Dunkeln aufbewabhrt. 

Wirksamkeit am 12. 7.1932 21 Milliarden AE pro Gramm 
»  5.9.1932 véllig unwirksam. 

d) Auxin. Das am 21. 7. 1932 gewonnene Produkt 1491 wurde 2 Tage 
spiter im Hochvakuum eingeschmolzen und ebenfalls bei Zimmertempe- 
ratur im Dunkeln auf bewabhrt. 

Wirksamkeit am 21. 7.1932 21 Milliarden AE pro Gramm 
» 5.9.1932 véllig unwirksam. 


Figenschaften des inaktiven Produkts. Das am 5.9. 1932 unter- 
suchte inaktive Produkt 1491 war iuBerlich unverindert; es sinterte 
bei 153° und schmolz dann scharf bei 194,5° (Auxin schmilzt ohne 
vorheriges Sintern bei 196%. Die Schmelze erstarrte beim Ab- 
kiihlen glasig. Mit Tetranitromethan trat deutliche Gelbfirbung anf, 
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Molekulargewichtsbestimmung. 0,300, 0,282, 0,294 mg Subst.: 
3,112, 3,008, 2,854 mg Campher; 4 = 11,0, 10,9, 11,9°. Mol.-Gew.: 351, 
344, 347. Mittelwert 347,3. 

2,987 mg Subst.: 7,191 mg CO,, 2,64 mg H,0. 
C,,H,,0, (828,2) Ber. C 65,88  H 9,81 Gef. C 65,66 H 9,89. 


Spezifische Drehung. 24,826 mg Subst. in 255,8 mg Alkohol geldst, 

e = 9,73. | 
100-0,174 

ee een eee We 0 

[or]? pt 1-9,73 1,79 . 

Die Lésung wurde zur Trockne eingedampft und der Riickstand aus 
90°/,igem Alkohol umkrystallisiert, wobei 21,5 mg Substanz erhalten wurden. 
Schmelzp. 194°, nach Sintern bei 154—156° 

Spezifische Drehung. 21,242 mg Subst. in 228,6 mg Alkohol gelést, 
ec = 9,30. 

100-0,353 S 
[a}j° = - — an 8,80°, 


Neuerdings aus 90°/,igem Alkohol umkrystallisiert 17,2 mg. Schmelz- 
punkt 193,5°, nach Sintern bei 155—158°. 
Spezifische Drehung. 17,183 mg Subst. in 187,6 mg Alkohol gelést, 
ce = 9,17. 
100 -0,234 
I i a ge ga 0 
lolp® = — 05-9,17 — 
Ebenso umkrystallisiert 13,7 mg; Schmelzpunkt wie oben. 
Spezifische Drehung. 13,702 mg Subst. in 146,3 mg Alkohol geldst, 
ec = 9,37. 
100-0,248 
igi alas ‘Sete 
[olp 0,5+9,37 


- 
Fr 


a 5,51°, 


Ebenso umkrystallisiert 9,4 mg; Schmelzpunkt unveriindert. 


Spezifische Drehung. 9,408 mg Subst. in 110,2 mg Alkohol geldst, 
ce = 8,54. 
100-0,248 


a|29 = — -s= — 5.81% 
Lalo 0,5+8,54 ‘ 


Molekulargewichtsbestimmung und Analyse des Pseudo- 
auxins von [a]p =— 5,81° 0,303, 0,288, 0,277 mg Subst.: 3,171, 3,011, 
2,935 mg Campher; 4 = 11,23, 11,03, 10,90% Mol.-Gew.: 340, 348, 345. 
Mittelwert 344,3. 

3,871 mg Subst.: 8,103 mg CO,, 3,03 mg H,0O. 

C,,H,,0, (328,2) Ber. C 65,88 H 9,81 Gef. C 65,56 H 10,06. 

Aquivalentgewicht. 3,210 mg Subst. verbrauchen 0,432cem n/45- 
Kalilauge. 


Aquiv.-Gew. Ber. 328,2 Gef. 335. 


Wie sich aus der Verinderung der spezifischen Drehung 
beim Umkrystallisieren des urspriinglichen Inaktivierungsproduktes 
zeigt, ist das Krystallisat von [|], =—5,81° nicht das einzige 
Umwandlungsprodukt des Auxins. In der Tat ergab die optische 
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| Untersuchung des Riickstandes der 1. Mutterlauge, daB auch ein 
| positiv drehendes Umwandlungsprodukt entstanden ist. Die Riick- 
| stiinde der 2. und 3. Mutterlauge zeigen eine spezifische Drehung, 
| die zwischen den Werten des 1. und des 2. Umwandlungsproduktes 
_ liegt, sie kénnten also Gemische dieser beiden Stoffe darstellen. 

1. Mutterlauge. Nach dem Eindampfen wurden 3,2 mg 
eines krystallinischen Riickstandes erhalten, der in 120,2 mg Alko- 
hol gelést wurde. 































[a}2° = + OS Re = + 8,42° 

Dieses Produkt schmilzt bei 189—191° ohne vorherige Sinte- 
rung. Die wiBrige Lisung reagiert sauer, mit Tetranitromethan 
erfolgt Gelbfirbung. Die Substanz ist physiologisch inaktiv. 

2. Mutterlauge. Nach dem Eindampfen wurden 4,15 mg 
eines krystallinischen Riickstandes erhalten, der in 125,6 mg 


Alkohol gelést wurde. 





100-0,01 ie 
[a]2° = — 0,5-3,31 =— 0,60°. 

Das Produkt ist physiologisch inaktiv; es schmilzt bei 195°, 
es zeigt in wiBriger Lisung saure reaktion gegen Lackmus und 
Gelbfarbung mit Tetranitromethan. 

3. Mutterlauge. Nach dem EKindampfen wurden 3,4 mg 
eines krystallinischen Riickstandes erhalten, der in 121,4 mg | 
Alkohol gelést wurde. 

Das Produkt ist physiologisch inaktiv; es schmilzt bei 193°, 
zeigt in wiBriger Lisung saure Reaktion gegen Lackmus und 
Gelbfarbung mit Tetranitromethan. 

4. Mutterlauge. Nach dem Eindampfen wurden 4,2 mg 
eines krystallinischen Riickstandes erhalten, der in 122,8 mg 
Alkohol gelést wurde. 

Die Substanz schmilzt bei 195° und zeigt die gleichen Kigen- 
schaften wie die letzten Produkte. 

Siimtliche Inaktivierungsprodukte wurden etwa 2—3 Stunden 
lang auf Anderung ihres optischen Drehungsvermégens untersucht. 
Wihrend dieser Zeit war in keinem Falle einwandfreie Muta- 
rotation zu beobachten, allerdings auch nicht mit vélliger Sicher- 


— 8,34. 
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heit auszuschlieBen. Die beobachteten Anderungen betrugen im 
Héchstfalle 0,16° fiir die spezifische Drehung (d. h. 0,002° fiir 
den beobachteten Winkel), gewéhnlich waren sie noch geringer 
(0,08°). Es handelte sich also wahrscheinlich um Ablesefehler, 


Hydrierung des inaktiven Isomerengemisches. 25 mg eines in- 
aktiv gewordenen Auxinpriparates wurden in 2,6 ccm Eisessig 
mit 120 mg Platinoxyd—Platinschwarzkatalysator bei Zimmer- 
temperatur hydriert. Nach 19 Stunden betrug die Wasserstoff- 
aufnahme 1,75 ccm, das entspricht 1,04 Mol Wasserstoff. Die 
Lésung wurde vom Platin abfiltriert und im Vakuum zur Trockne 
eingedampft. Der glasartige Riickstand krystallisierte beim An- 
reiben mit Alkohol in dicken, ungleichmaéBigen Blittchen vom 
Schmelzp. 197—198° Die spezifische Drehung des Rohproduktes 
betrug — 3,14°% Nach dem Umkrystallisieren aus 60°/,igem 
Alkohol lag der Schmelzpunkt scharf bei 198°; Dihydroauxin 
schmilzt bei 199°. 

Optische Drehung. 16,182 mg Subst. wurden in 174,4 mg Alkohol 
gelést; c = 9,27; 0,5 dm-Rohr. 

Zeit in Minuten---- 8 25 50 110 Enddrehung 
Winkel .-..-..-+.. —0,13° —0,1419 —0,145° —0,144° — 0,148° 
Spez. Drehung-++-- — 2,80° — 3,04° -—3,18° -— 3,10° — 3,08° 





























Die Carotinoide der Aprikose (Prunus armeniaca). 


Von 
Hans Brockmann. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung, 
Heidelberg, Abteilung Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Februar 1933.) 


Der gelbe Farbstoff der Aprikose ist bisher noch nicht ein- 
gehender untersucht worden. AufSer einer Mitteilung von A. Des- 
mouliére’), der beim Eindampfen amylalkoholischer Extrakte von 
Aprikosen einen gelben Riickstand erhielt, der mit konzentrierter 
Schwefelsiiure Blaufirbung gab, liegen keine Angaben in der 
Literatur dariiber vor. Desmouliére vermutete einen Zusammen- 
hang des gelben Farbstoffes der Riibe mit dem der Aprikose, auf 
dessen Carotinoidnatur auch die bekannte Tatsache hinweist, daB 
Aprikosen beim Kochen mit Wasser ihren Farbstoff nicht an 
dieses abgeben. 

Die Kenntnis des Carotinoidgehaltes der Friichte hat mit 
Riicksicht auf die Funktion des Carotins als Provitamin-A auch 
eine gewisse praktische Bedeutung, so da8 eine Untersuchung der 
Aprikose in dieser Hinsicht erwiinscht erschien. Eine quanti- 
tative Analyse verschiedener Aprikosensorten nach der Methode 
von R. Kuhn und H. Brockmann’) ergab, daB der gelbe Farb- 
stoff iiberwiegend aus Carotin besteht. Daneben finden sich 
stets kleine Mengen von Lycopin. Zur Verfiigung standen nur 
die handelsiiblichen getrockneten Friichte, deren Farbstoff nach 
der spektroskopischen Untersuchung schon zum Teil, wohl infolge 
des Siuregehaltes, zerstért war. Die Menge des Carotins war 
betrichtlich, sie betrug nach der colorimetrischen Bestimmung 
50—80 mg in einem Kilogramm der getrockneten Friichte, wihrend 
die Lycopinmenge sich nur auf etwa 2—3 mg belief. 

Bei der praparativen Aufarbeitung einer gréSeren Menge 
getrockneter Friichte lieB sich Carotin in reiner krystallisierter 


) Ann. chim. anal. appl. 7, 323 (1902). 
®) Diese Z. 206, 41 (1932). 
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Form vom Schmelzp. 183° korr. gewinnen. Der hohe Schmelz. 
punkt sowie die optische Untersuchung zeigte das Vorliegen von 
reinem #-Carotin an. Das Lycopin konnte ebenfalls in krystalli- 
sierter Form gewonnen werden und lieB sich durch die Lage 
seiner Absorptionsbanden sowie durch Mischschmelzpunkt ein- 
wandfrei identifizieren. AufSerdem wurde bei der Adsorption der 
Farbstofflésung an Aluminiumoxyd eine deutlich abgegrenzte Zone 
zwischen der des Lycopins und Carotins erhalten, aus der sich 
in geringer Ausbeute ein krystallisiertes Produkt gewinnen lief, 
dessen Absorptionsbanden mit denen des y-Carotins?) iiberein- 
stimmten. Die geringe Menge machte eine weitere Reinigung 
sowie Analyse unméglich. Immerhin scheint dadurch ein weiteres 
Vorkommen des y-Carotins angedeutet zu sein, das von R. Kuhn 
und H. Brockmann?) aus dem gewéhnlichen a-f-Carotingemisch 
abgetrennt werden konnte und das einem Carotintypus angehirt, 
der zuerst von A. Winterstein und U. Ehrenberg’) in den 
Friichten der Maiglickchen (Convallaria majalis) aufgefunden 
worden ist und dessen erster Vertreter von A. Winterstein‘) 
aus den Gonocariumfriichten isoliert wurde. 

Im Gegensatz zu den Friichten, die neben viel Lycopin wenig 
Carotin enthalten [‘Tomate, Hagebutte®) und Wassermelone®)] ist 
in der Aprikose zum ersten Male ein umgekehrtes Mengen- 
verhiltnis beider Carotinoide aufgefunden worden. Neben dem 
schon bekannten Vorkommen von f/-Carotin in Brennesseln, Gras, 
Spinat, Paprika und Ovarien’) stellt die Aprikose ein weiteres 
ergiebiges Ausgangsmaterial fiir dieses Carotin dar. Sie ist nach 
den bisherigen Erfahrungen von allen Obstarten am carotin- 
reichsten und verdient deshalb als gute A-Vitaminquelle 
beachtet zu werden. 


Experimenteller Teil. 


5 kg kaufliche getrocknete Aprikosen wurden durch einen 
Fleischwolf getrieben und mit 5 Liter Methanol unter Zusatz 
von etwa 50¢ Kaliumcarbonat gut verriihrt. Nach mehrstiindigem 





1) R. Kuhn u. H. Brockmann, Naturw. 21, 44 (1933). 

*) Ber. chem. Ges, (im Druck). 

*) Diese Z. 207, 25 (1932). 

*) Diese Z. (im Druck). 

5) Handb. d. Pflanzenanalyse von G. Klein, Bd. III, 2. Abschn. 
Carotinoide von L. Zechmeister, S. 1252. 

6) L. Zechmeister u. P. Tuszon, Ber. chem. Ges. 63, 2882 (1931). 

7) R. Kuhn u. E. Lederer, Diese Z. 200, 247 (1931). 
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Stehen und hiufigem Umschiitteln wurde abgenutscht und die 
Vorextraktion mit einer etwas geringeren Menge Methanol wieder- 


holt. Die Methanolausziige waren goldgelb gefiirbt und enthielten 
-— neben viel zersetztem Carotin auch solches, das scharfe Absorp- 
' tionsbanden zeigte, sich durch Ausschiitteln mit Benzin aus den 
 Methanolausziigen entfernen lieS und mit dem Hauptextrakt zu- 
' sammen verarbeitet wurde. Das durch Abpressen auf der Nutsche 
- vom Methanol weitgehend befreite Extraktionsgut wurde nun 


2—3 mal mit Benzin (70—80°) erschépfend extrahiert. Die ver- 
einigten Benzinausziige wurden im Vakuum auf etwa 1 Liter 
eingeengt und durch eine Saule von Aluminiumoxyd filtriert. 


: Nachwaschen mit Benzin entfernte den gréBten Teil des Carotins 
- aus dem Chromatogramm, wahrend das Lycopin als leuchtend 


rote Zone am Aluminiumoxyd adsorbiert wurde.’) 
Die Carotinlésung wurde im Vakuum zur Trockene verdampft 
und der Riickstand aus Benzol—Methanol umkrystallisiert. Das 


: so erhaltene Rohprodukt wog 120 mg und enthielt noch viel 
_ farblose Begleitstoffe, die sich erst durch hiufiges Umkrystalli- 
_ sieren véllig vom Carotin abtrennen lieBen. Das gereinigte 


Carotin schmolz im evakuierten Réhrchen bei 183° (Berl- 


2 Block, korr.) und zeigte in 0,075°/,iger Lésung (Benzol) keine 


Drehung der Polarisationsebene. Die Schwerpunkte der Absorp- 


_ tionsbanden in Benzin lagen bei 483,5, 452, 426 my (Gitter- 


spektroskop nach Léwe-Schumm, Kupferoxydammoniakfilter). 


3,914, 3,783 mg Subst.: 3,62, 3,555mg H,O, 12,91, 12,495 mg CO,. 
C,H; Ber. H 10,52 © 89,48 Gef. H 10,35, 10,51 C 89,89, 89,41. 


Das an Aluminiumoxyd adsorbierte Lycopin wurde mit 
methanolhaltigem Benzin eluiert. Aus dem Riickstand der im 
Vakuum verdampften Elutionsfliissigkeit lieB sich durch mehr- 
faches Umkrystallisieren aus Benzol—Methanol Lycopin in dunkel- 
roten Nidelchen abscheiden, die allein und im Gemisch mit 
reinem Lycopin aus Tomaten im evakuierten Réhrchen bei 174° 


) (Berl-Block, korr.) schmolzen. Die Schwerpunkte der Absorp- 


tionsbanden in Benzin lagen in Ubereinstimmung mit denen des 
Lycopins aus Tomaten bei 506, 474, 446 mu (Gitterspektroskop 
nach Léwe-Schumm, Kupferoxydammoniakfilter). 

Unterhalb der roten Zone des Lycopins fand sich im Chro- 
matogramm eine schmale gelbrote Zone, deren Farbstoff nach 





1) R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 206, 41 (1932). 
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der Elution erneut der Adsorption an Aluminiumoxyd unter- 
worfen wurde, wobei sich noch etwas Lycopin und Carotin ab- 
trennen lieB. Bei nochmaliger Adsorption verhielt sich der 
Farbstoff einheitlich und lief sich aus dem Verdampfungsriickstand 
der Elutionsfliissigkeit in Form feiner roter Nidelchen isolieren, 
denen aber, wie die mikroskopische Untersuchung ergab, noch 
farblose Begleitstoffe beigemengt waren. Die geringe Menge 
reichte zur weiteren Reinigung nicht aus. Die Schwerpunkte der 
Absorptionsbanden lagen in Benzin bei 495, 462, 431 my, hatten 
also dieselbe Lage wie die des y-Carotins, mit dem das Pri- 
parat direkt spektroskopisch verglichen wurde. 

Die Hauptmenge der farblosen Begleitstoffe, welche die 
Reinigung der Carotinoide sehr erschwerten, ging bei der Hoch- 
vakuumdestillation zwischen 200 und 205° unter 0,01 mm Hg als 
farbloses Ol iiber, das in der Vorlage krystallinisch erstarrte. 
Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus heiBem Aceton lag der 
Schmelzpunkt der in kleinen gliinzenden Blittchen krystallisieren- 
den Substanz bei 68° (korr.). Mischschmelzpunkt mit Hentria- 
kontan ergab keine Depression. Es handelt sich offenbar um 
Hentriakontan, das schon von R. Kuhn, A. Winterstein und 
E. Lederer’) als Begleitsubstanz von Carotinoiden aufgefunden 
worden ist. . 


Herrn Prof. Dr. R. Kuhn danke ich herzlichst fiir sein 
Interesse und seine wertvollen Ratschliige. 





1) Diese Z. 197, 141 (1931); R. Kuhn u. Ch.Grundmann, Ber. chem. 
Ges. 63, 898 (1932). 
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Vergleichende Untersuchung 
von Theelol, Emmenin und Follikelhormonhydrat. 


Untersuchungen tiber das weibliche Sexualhormon, 9. Mitteilung.') 
Von 


A. Butenandt und J. 8. L. Browne.*) 


Ausgefihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft 
und der Schering-Kahlbaum-A.-G., Berlin. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Februar 1933.) 


Eine biologisch besonders interessante T'atsache liegt in der 
gesicherten Erkenntnis, daB die fiir das Follikelhormon charak- 
teristischen physiologischen Kigenschaften nicht an eine einzige 
Substanz gebunden sind, sondern Kennzeichen fiir zahlreiche, nahe 
miteinander verwandte Vertreter einer bestimmten Stoffklasse 
darstellen. Der Charakterisierung von ¢- und #-Follikelhormon 
als isomere Oxyketone C,,H,,0,?) folgte die Auffindung des 
d-Follikelhormons C,,H,,0, durch E.Schwenk und F. Hilde- 
brandt*) und die Reindarstellung der interessanten Reihe wasser- 
stoffirmerer Follikelhormonkrystallisate aus Stutenharn durch 
A. Girard‘), dem die Isolierung zweier isomerer Oxyketone 
C,gH,,0,, Equilin und Hippulin, und eines Oxyketons C,,H,,0,, 
des Equilenins, gelang. Kiirzlich haben noch EK. Schwenk 
und F. Hildebrandt) iiber die besonders bedeutsame Ent- 
deckung berichtet, da8 zwei durch Reduktion der Carbonylgruppe 
zur sekundiren Alkoholgruppe zugingliche ,,Dihydrofollikelhor- 
mone“ C,,H,,0, alle bisher dargestellten Hormonkrystallisate in 
der Wirksamkeit weitgehend iibertreffen. 

Im Jahre 1930 isolierte Marrian*) aus Schwangerenharn 
das erste Brunsthormon mit drei Sauerstoffatomen im Molekiil, 





*) Holder of Royal Society of Canada Fellowship in Biology. 

‘) 8. Mitteilung, Diese Z. 208, 149 (1932). 

2 A. Butenandt u. I. Stérmer, Diese Z. 208, 129 (1932). 

3) Naturwiss. 20, 658 (1932). 

4) C. r. Acad. Sci. 194, 909, 1020 (1932); 195, 981 (1932). 

5) Naturwiss. 21, 177 (1933). %) Biochemie. J. 24, 485, 1021 (1931). 
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er ermittelte seine Zusammensetzung zu C,,H,,(OH), und erteilte 
ihm den Namen ,,Tri-hydroxy-oestrin“; im gleichen Jahre haben 
Doisy') sowohl wie Butenandt und Hildebrandt?) einen Stoff 
von der gleichen Zusammensetzung darstellen kénnen, der ,,Theelol 
bzw. ,,Follikelhormonhydrat“ genannt wurde, und 1931 gelang es 
J. 8S. L, Browne’) im Laboratorium von J. B.Collip aus mensch- 
licher Plazenta eine krystallisierte Substanz zu isolieren, die die- 
selben dem Follikelhormon iihnlichen Eigenschaften zeigte wie 
ein von Collip‘) bereiteter Placentarohextrakt, dessen wirksames 
Prinzip von diesem als ,,Emmenin“ bezeichnet worden war. Dieser 
Name wurde auch dem Placentakrystallisat beigelegt, dessen ana- 
lytische Zusammensetzung ebenfalls auf die Formel C,,H,,O, 
schlieBen lieB. Die Frage, ob diese 4 Krystallisate miteinander 
identisch sind oder ob in ihnen nahe miteinander verwandte iso- 
mere Stoffe vorliegen, wie sie bei den oben erwihnten Oxyketonen 
aufgefunden wurden, konnte bisher nicht entschieden werden; die 
sehr unterschiedlichen Angaben iiber ihre physikalischen und 
physiologischen Daten machten ihre Identitit iuBerst zweifelhaft. 

Die Auffindung dieser immer gréer werdenden Zahl ,,krystalli- 
sierter Follikel- oder Brunsthormone“ stellt die Aufgabe nach 
einer sehr sorgfaltigen einheitlichen Charakterisierung der 
dargestellten Stoffe und nach einer experimentellen Klirung 
ihrer Beziehungen zueinander, insbesondere ist die Frage 
zu beantworten, ob die (zumeist aus Harn) isolierten Hormon- 
krystallisate in der vorliegenden Form im Organismus bereitet 
und verwertet werden, oder ob sie z. T. Umwandlungsprodukte 
ein und desselben Hormons darstellen, die bei der Ausscheidung 
durch den Organismus oder bei der chemischen Aufbereitung der 
Harnextrakte entstehen. 

Die vorliegende Arbeit versucht diese Fragen fiir die Krystalli- 
sate der Zusammensetzung C,,H,,O, zu lésen. 

Das erste von Butenandt und Hildebrandt dargestellte Hormon- 
krystallisat®) von der Zusammensetzung ©,,H,,0, zeigte in seinen physi- 
kalischen und physiologischen Eigenschaften keinerlei Unterschiede mit 


dem von Marrian®‘) beschriebenen Produkt, der Schmelzpunkt wurde zu 
269° (unkorr.) und die physiologische Wirkung zu 1250000 ME pro g [bei 





1) J. of biol. Chem. 91, 641 ff. (1931). *) Diese Z. 199, 243 (1931). 

5) J. B. Collip, Proc. Calif. Acad. Med. 1931, 28. 

*) Canad. med. Assoc. J. 22, 212, 215 761 (1930). 

5) A. Butenandt, Untersuchungen iiber das weibliche Sexualhormon. 
Weidmannsche Buchhandlung, Berlin 1931. 

*) Biochemic. J. 24, 1021 (1930). 
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Untersuchung von Theelol, Emmenin und Follikelhormonhydrat. 5] 


einmaliger Injektion in Ollésung')] ermittelt. Spiter vermochten aber Bute- 
nandt und Stérmer?”) eine ganze Reihe von Krystallisaten gleicher Zu- 
sammensetzung darzustellen, deren Schmelzpunkte von 268,5—279° variierten 
und die sich durch ihre physiologische Wirksamkeit von 75000 ME pro g 
bis zu 1250000 ME pro g wesentlich voneinander unterschieden; es konnte 
hingegen gezeigt werden, daB diese unterschiedlichen Eigenschaften der 
Zubereitungen nur bedingt waren durch ihren geringen wechselnden Gehalt 
an hochwirksamem Oxyketon C,,H,,0,; durch Entfernen des Oxyketons mit 
Hilfe seines physiologisch unwirksamen Semicarbazons konnten alle Misch- 
krystallisate in ein und dasselbe ,,Follikelhormonhydrat“, Schmelzp. 279 bis 
280°, von einer physiologischen Wirksamkeit von 75000 ME pro g iiber- 
gefiihrt werden. Da dieser Umsatz ebenfalls an dem von Marrian be- 
reiteten ,,Trihydroxy-oestrin’ mit dem gleichen Ergebnis durchgefiihrt 
werden konnte, wurde der SchluB gezogen, daB alle diese scheinbar iso- 
meren Krystallisate identische Produkte darstellen. Unentschieden muBte 
die Frage bleiben, ob Doisys ,,Theelol“, fiir das zu jener Zeit eine Wirk- 
samkeit von 1470000 RE pro g angegeben wurde, ein wesentlich héher 
wirksames Isomeres oder ebenfalls ein Mischkrystallisat darstellte. Gegen 
die Annahme von Mischkrystallen sprach spiiter insbesondere der von 
Thayer und Mac Corquodale’) ermittelte Befund, daB Theelol beim 
Umsatz mit Semicarbazid kein Hormonsemicarbazon lieferte. Kiirzlich wurde 
bei etwas verinderter Auswertungstechnik von Doisy der Wirkungswert 
des Theelols zu 165000 RE angegeben.‘) — Collip, Browne und Thom- 
son®) und J. 8. L. Browne’) haben die physiologischen Eigenschaften des 
Doisyschen Priparates ,,Theelol“ mit ihrem aus Placenta bereiteten ,,Em- 
menin“ verglichen: Bei der Verwendung von erwachsenen, kastrierten Ratten 
als Testobjekt zeigte ,,Theelol (Schmelzp. 276°) nach 6facher Injektion 
innerhalb von 36 Stunden eine Wirksamkeit von 700000 RE pro g, wihrend 
dem ,,Emmenin“ (Schmelzp. 274°) unter den gleichen Bedingungen nur ein 
Wirkungswert von 50—70000 RE pro g zuerteilt werden konnte; nach diesen 
Untersuchungen schienen diese beiden Stoffe nicht identisch zu sein. 


Ks kann nicht genug betont werden, daB die fiir die Wirk- 
samkeit der Priparate ermittelten Zahlen nur vergleichbar sind, 
wenn sie an derselben Arbeitsstitte und unter vdéllig gleichen 
Arbeitsbedingungen ermittelt worden sind; da die verschiedenen 
Tierstimme der Ratten und Miause selbst unter gleichen Be- 
dingungen der Auswertung weitgehend unterschiedlich ansprechen 
kénnen, ist auch ein sicheres Verhiltnis der Ratten- zur Miuse- 
einheit nicht aufzustellen. Zur Entscheidung der Frage nach der 
Identitét der verschiedenen Krystallisate konnte nur ihre ver- 
gleichende Untersuchung in ein und demselben Laboratorium 


') Methodik: Butenandt u. von Ziegner, Diese Z. 188, 1 (1930). 


*) Diese Z. 208, 129 (1932). 8) J. of biol. Chem. 97, LIII (1932). 
4) Vortrag in Philadelphia, Ende April 1932. 
5) J. of biol. Chem. 97, XVII (1932). 6) Im Druck. 
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dienen; es bot sich uns die Gelegenheit, einen solchen Vergleich 
zwischen Theelol, Emmenin und Follikelhormonhydrat durch- 
zufiihren. 

Das Theelol, welches fiir die folgenden Untersuchungen ver- 
wendet wurde, verdanken wir dem liebenswiirdigen Entgegenkommen 
von Herrn Dr. Doisy, das Emmenin wurde von dem einen von 
uns aus Collips Laboratorium mitgebracht. Als Follikelhormon- 
hydrat benutzten wir ein nach den friiheren Angaben’) gereinigtes 
Priparat aus Schwangerenharn.’) 

Alle 3 Produkte sind nach denselben Prinzipien der Auf- 
arbeitung gewonnen worden, sie zeigen gleiche chemische Kigen- 
schaften, insbesondere phenolischen Charakter; da8 sie die gleiche 
chemische Zusammensetzung besitzen, folgt aus den bisherigen 
Angaben der Literatur iiber den Gehalt der Krystallisate an 
Kohlenstoff und Wasserstoff. 


Paes ee | TBR H 8,38 
Emmenin‘) .... . 5, 74,80 »» 8,80 
Trihydroxy-oestrin®) . .  ,, 74,95 »> 8,27 
Follikelhormonhydrat®) . —_,, 74,75 »» 9,88 
Ber. fiir C,,H,,O, . . - ~~ ,, 75,00 » 8,33 


Zur weiteren Charakterisierung haben wir die Schmelz- und 
Mischschmelzpunkte, die Ultraviolettabsorption, die spezifische 
Drehung und die physiologische Wirksamkeit der drei Krystalli- 
sate untersucht; beim Follikelhormonhydrat und dem Theelol 
konnte der Vergleich auch auf die Triacetate beider Stoffe aus- 
gedehnt werden. 


Schmelzpunkte. Theelol zeigte einen Schmelzpunkt von 
279—280°, Follikelhormonhydrat 279—280°, Emmenin 278°; 
alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert, sie wurden im offenen Paraf- 
finbad mit langem Stabthermometer gemessen. Die drei Stoffe 
zeigten untereinander keine Depression bei der Mischprobe. ) 


Ultraviolettabsorption. Alle drei Substanzen zeigten in 
0,02°/,iger alkoholischer Liésung die gleiche spezifische Absorp- 
tion im Ultraviolett. Die Absorptionskurven zeigen den friher*) 


1) Butenandt u. Stdrmer, a. a. O. 

2) Fiir die Uberlassung von Ausgangsmaterial bin ich wiederum Herrn 
Prof. Dr. W.Schoeller und der Schering-Kahlbaum-A.-G., Berlin zu 
groBem Dank verpflichtet. Butenandt. 

8) J. of biol. Chem. 91, 655 (1931). 4) J.S. L. Browne, im Druck. 

5) Biochemic. J. 26, 25 (1932). 6) Diese Z. 199, 261 (1921). 

7) Diese Z. 208, 136 (1932). 
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fir das Hydrat angegebenen Verlauf mit einem charakteristischen 
Maximum bei 283—285 mu. 

Optische Drehung. Die optische Drehung der Stoffe 
wurde eingehend und wiederholt gepriift, da die Angaben der 
Literatur in bezug auf diese Eigenschaft am weitesten schwank- 
ten; es hat sich gezeigt, daB die auffallenden Differenzen durch 
die Verschiedenheit von Lésungsmittel und Wellenliinge bedingt 
waren, die jeweils von den Autoren benutzt wurden. Die nun- 
mehr unter verschiedenen Bedingungen gepriiften Rotationswerte 
der drei Stoffe stimmen gut miteinander iiberein und entsprechen 
den jeweiligen Werten der Literatur. Tab. I stellt die ermittelten 
spezifischen Drehungen zusammen, sie wurden nach der Halb- 
mikromethode gewonnen; die durch die Schwerléslichkeit der 
Substanzen gegebenen Bedingungen der Messungen entsprachen 
einer Fehlergrenze, die in einem Intervall von 8° (+4°) der spezi- 
fischen Drehung liegt. 


Tabelle I. 
Optische Drehungen. 


























mu 5463 5893 , 
Wellenlinge Hg, griin [a], 6563 
Follikelhor- In Pyridin ... 35 29 20 
monhydrat In Athylalkohol 74 62 43 
: In Pyridin ... 40 30 21 
Theelol In Athylalkohol 80 66 42 
. In Pyridin ... ~- — — 
ern In Athylalkohol 76 62 39 
, In Pyridin ... 0 0 0 
, ef setae | In Athylalkohol 0 0 0 
nei ciate In Chloroform. | —19 —18 —12 
, In Pyridin ... 0 0 0 
ke abe sa In Athylalkohol 0 0 0 
Ces eee’ (| In Chloroform. | —21 —18 —10 





Physiologische Wirksamkeit. Der physiologische Wirkungs- 
wert der Praparate wurde in ME pro Gramm ermittelt nach 
friher?) genau beschriebener Methodik durch einmalige subkutane 
Injektion in Ollésung. Die Ergebnisse sind in Tab. II zusammen- 
gestellt. Theelol und Follikelhormonhydrat zeigen (innerhalb der 





1) Diese Z. 188, 1 (1930). 
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| Tabelle II. 
¥ Physiologische Wirksamkeit. 
; | ; Anzahl °/, der 4 
a Priparat | Dosis in mg Ansahl Tiere auf | Tiere auf _ 
q Tiere | Vollbrunst| Vollbrunst | Pt Gramm 
 . Follikelhor- | 0,040 9 8 89 25000 
£ monhydrat | 0,020 5 7 88 50000 
ag 0,010 7 4 57 100000 
' 0,00667 7 3 43 150000 
¥ Theelol 0,020 8 7 88 50000 
1! 0,010 7 4 5T 100000 
a 0,005 4 3 38 200000 
A Emmenin 0,010 9 9 100 100000 
+ Nr. 20 0,00667 9 7 78 150000 
4 0,005 10 5 50 200000 
0,004 10 4 40 250000 
| 0,00167 8 1 14 600000 
| 0,001 9 0 0 1000000 
« Triacetat des} 0,00167 6 6 100 600000 
c Hydrates 0,00125 12 10 83 800000 
‘ 0,001 12 9 15 1000000 
( 0,000667 12 4 33 1500000 
y 
ae Triacetat des} 0,00167 s S 100 600000 
. Theelols 0,00125 9 7 18 800000 
eae 0,001 7 4 57 1000000 
! 0,000667 12 6 50 1500000 




















Fehlergrenze der Methode) die gleiche physiologische Wirksam- 
a > keit, was uns im Hinblick auf die sehr unterschiedlichen Angaben 
ae der Literatur besonders bemerkenswert erscheint.*) — Das uns 


zur Verfiigung stehende Emmeninpriparat (Nr. 20) zeigte eine etwas 
héhere Wirksamkeit; auf Grund unserer Erfahrungen iiber die 


3 a iuBerst schwere Reindarstellung des Hydrates, an dessen groBe 
ae Tendenz zur Mischkrystallbildung mit dem hochwirksamen Hor- 





*) Anmerkung bei der Korrektur: 


mon erinnert sei, halten wir es nicht fiir zweifelhaft, daB diese 


Dr. Marrian iibersandte 


I: uns inzwischen 2 von A.Girard bereitete Hormonhydratpriparate aus 
{ Schwangerenharn zur vergleichenden Auswertung; wir fanden ihre Wirksam- 
keit von der oben fiir Hydrat und Theelol ermittelten GréBenordnung, 
wihrend Marrian nach der von ihm bevorzugten Auswertungsmethodik etwa 
Auch durch diesen Versuch wird nochmals 


8 Mill. ME/pro g ermittelte. 





hee belegt, daB die Wirkungswerte des reinen Hydrates wesentlich mit der an- 
. h gewandten Versuchstechnik schwanken, und daf die unterschiedlichen An- 
Bet gaben der Literatur iiber die Wirksamkeit des Hydrates nur auf die An- 
wendung nicht vergleichbarer Testbestimmungen zuriickzufiihren sind. 
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geringe héhere Wirksamkeit des Emmenins auf Spuren von Follikel- 
hormon zuriickzufiihren ist; es standen uns fir die gesamte 
Untersuchung von dem duBerst kostbaren Emmenin 18mg eines 
noch nicht einheitlich krystallisierten Priparates (Nr. 20) zur Ver- 
figung, die uns davon verbliebene Substanzmenge reichte nicht 
aus, um die fiir die Herstellung eines vollig einheitlichen Pri- 
parates notwendigen Trennungsmethoden') zur Anwendung zu 
bringen; wir halten die Deutung, daB die geringfiigige héhere 
Wirksamkeit des Emmeninpriparates Nr.20 nicht an Emmenin 
selbst gebunden ist, insbesondere fiir gesichert, weil eine andere 
Zubereitung von krystallisiertem Emmenin (Priparat Nr. 15) bei 
der vergleichenden Auswertung durch den einen von uns im 
Laboratorium von J.B. Collip eine Wirksamkeit gezeigt hat, die 
gerade um den hier zu erwartenden Betrag niedriger liegt als 
die des Priparates Nr. 20.7) 


Vergleich der Triacetate von Theelol und Follikelhormonhydrat. 
Die beiden Triacetate, die durch Erhitzen der Alkohole mit Essig- 
siureanhydrid dargestellt wurden, haben identische Kigenschaften: 
ihre Schmelz- und Mischschmelzpunkte lagen bei 126° 
(unkorr.); sie zeigten dieselbe charakteristische Drehung, die in 
Alkohol und Pyridin unmeBbar klein ist, in Chloroformlésung 
aber einen negativen Wert annimmt (vgl. Tab. I). Das vor- 
liegende Triacetat ist das erste linksdrehende Hormonderivat. 
Ebenso charakteristisch ist die physiologische Wirksamkeit 
beider Acetate: durch die Acetylierung tritt, wie friiher fiir das 
Hydratacetat schon beschrieben und begriindet wurde’), eine Er- 
héhung der physiologischen Wirksamkeit um mehr als das 10fache 
ein, aus Tab. II ist ersichtlich, daB beide Acetate unter gleichen 
Bedingungen innerhalb der Fehlergrenze der physiologischen Me- 
thodik dieselbe Wirksamkeit entfalten. Durch Verseifung des Tri- 
acetates erhielt man die Ausgangssubstanzen mit den oben er- 
mittelten Kigenschaften zuriick. 





1) Diese Z. 208, 129 (1932). 

®) Das vorliegende Emmeninpriparat (Nr. 20) zeigte bei der Auswertung 
an kastrierten erwachsenen Ratten im Laboratorium von Collip folgende 
Wirksamkeit: 0,00750 mg lésten an 17 von 46 verwendeten Versuchstieren, 
d. i. 87°/,, eine positive Brunstreaktion aus. Das Emmeninpriparat Nr. 15 
ergab bei Verwendung derselben Versuchstiere unter gleichen Bedingungen 
mit 0,00720 mg als Dosis an nur 20°/, der Versuchstiere eine positive Re- 
aktion (von 40 Tieren waren 8 positiv). 
8) Diese Z. 208, 137 (1932). 
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Aus dem durchgefiihrten Vergleich kann man den Schlub 
ziehen, daB Theelol und Follikelhormonhydrat zweifels- 
frei identisch sind; somit liegt gegenwartig keinerlei Grund 
vor fiir die Annahme, daB isomere Hormonkrystallisate von der 
Zusammensetzung C,,H,,0, im Schwangerenharn zur Ausscheidung 
kommen. Wir halten es weiterhin fiir auBerordentlich wahr- 
scheinlich, daB das aus Placenta darstellbare Emmenin 
C,,H,,0, mit dem im Schwangerenharn vorkommenden 
Stoff gleicher Zusammensetzung identisch ist; dieser Be- 
fund erscheint von besonderem Interesse, weil durch ihn fiir eines 
der aus Harn isolierten Hormonkrystallisate gezeigt ist, daB es als 
solches im Organismus gebildet wird. Aus den Angaben Col- 
lips’) tiber das Verhalten des Emmenins bei der Aufarbeitung 
der Placenta darf gefolgert werden, daB das EKEmmenin in einer 
atherunléslichen, durch energische Alkalieinwirkung verseifbaren 
Form — médglicherweise in esterartiger Bindung — in der Pla- 
centa vorhanden ist. Es sind friiher’) die Griinde erértert worden, 
die darauf hindeuten, daB das Hormonhydrat seine Wirksamkeit 
im Organismus erst nach Ubergang in eine der hochwirksamen 
Formen des Follikelhormons entfaltet; in diesem Zusammenhang 
ist es interessant, daB der eine von uns*) kiirzlich durch physio- 
logische Untersuchungen wahrscheinlich machen konnte, daB ins- 
besondere dem Ovarium die Fihigkeit zu dieser Umwandlung 


des Hydrates zukommt. 


1) J. B. Collipu. Mitarb. a. a. O. 2) Diese Z. 208, 136—137 (1932). 
.S. L. Browne, im Druck. 
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Gewinnung von Chlorophyllderivaten 
aus Elefanten- und Menschenexkrementen.’) 
Von 


Hans Fischer und Albert Hendschel. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Februar 1933.) 


Der biologische Abbau des Chlorophylls im Organismus ist aus 
chemischen wie physiologischen Griinden wichtig und bis jetzt 
hat sich eine wesentliche Verschiederheit im Abbau des Chloro- 
phylls ergebene im Magendarmkanal von Raupen und _ hoheren 
Tieren. Beim hoéheren Tier (Schaf, Kaninchen) ist der erste Ein- 
griff, nach Abspaltung des komplex gebundenen Magnesiums, des 
Phytols und Methoxyls, die Absprengung der Carboxylgruppe am 
Kohlenstoffatom 10 (vgl. Formel I, 8.60), wihrend bei den Raupen 
diese nicht eintritt. Hier verzeichnen wir auBer den vorerwahnten 
Reaktionen vorwiegend oxydative Offnung des isocyclischen Ringes 
im Chlorophyll, und zwar zu Phyllobombycin und Phyllopurpurin. 
Letzteres ist identisch mit Phiopurpurin 18, einem Derivat des Rhodo- 
porphyrin-y-carbonsiureanhydrids. Wir haben zunichst von héheren 
Tieren den Elefantenkot herangezogen, dessen Untersuchung uns vor 
allem deshalb interessierte, weil diese Tiere bei uns in der Gefangen- 
schaft ausschlieBlich Heu als Futter erhalten und deshalb, falls 
beim TrocknungsprozeB sekundire Veriinderungen des Chlorophylls 
erfolgen, dann auch neuartige Abbauprodukte zu verzeichnen 
waren. Durch das Entgegenkommen von Herrn H. Heck, Direktor 
des Miinchener Tierparks, dem wir auch an dieser Stelle unseren 
verbindlichsten Dank aussprechen, erhielten wir Elefantenkot. 
Dieser wurde in analoger Weise, wie friiher beim Schafkot?) be- 
schrieben, untersucht. Die Hauptausbeute ist wiederum Phyllo- 
erythrin, das durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt identifiziert 
wurde. Als Nebenprodukt wurden noch zwei griine Farbstoffe mit 
héherer Salzsiiurezahl (15) isoliert, von denen der eine in ling- 





1) III. Mitteilung iiber den biologischen Chlorophyllabbau. I. Mit- 
teilung: Diese Z. 196, 33 (1931); II. Mitteilung: Diese Z. 206, 255 (1932). 
*) H. Fischer u. Hendschel, Diese Z. 206, 255 (1932). 
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lichen Rauten gut krystallisierte und den Esterschmelzpunkt von 
222° besaB. Auch diese Kérper miissen zum Phylloerythrin, 
den Reaktionen nach in naher Beziehung stehen. Sowohl Eis- 
essig—Bromwasserstofi- wie Hisessig—Jodwasserstoffbehandlung er- 
gaben Phylloerythrin. Bei der Phasenprobe entstand ein griines 
Kaliumsalz. 

Prinzipiell verhielt sich also der Elefantenkot dem des Schafes 
ibnlich, jedoch waren hier die fiir letzteren ‘charakteristischen 
Probophorbide nicht anzutreffen. Ob dies mit der verschiedenen 
Art der Ernihrung zusammenhiingt, liBt sich auf Grund der bis- 
herigen Untersuchungen nicht entscheiden. 

Von besonderem Interesse war nunmehr natiirlick die Unter- 
suchung menschlichen Kotes. Im menschlichen Kot ist bis jetzt 
mit volliger Sicherheit noch kein Chlorophyllderivat isoliert worden. 
Kémeri!) beobachtete im Jahre 1916 einen porphyrinahnlichen 
Stoff, der durch H. Fischer und Hilmer?) mit einiger Wabr- 
scheinlichkeit als Phylloerythrin erkannt wurde. Ein sicherer Be- 
weis ist jedoch nicht geliefert worden. Nahe lag es, Vegetarianer- 
kot zu untersuchen, und der eine von uns (H.), setzte"sich 10 Wochen 
lang auf vegetarische Kost, wobei allerdings bemerkt werden muf, 
daB ausschlieBlich gekochtes Gemiise, vorwiegend Spinat, genossen 
wurde und insofern die Versuchsanordnung den Tierversuchen 
nicht vergleichbar ist. Verarbeitet wurde Trockenkot. Uber die 
Resultate belehrt folgende Tabelle. 


Trockenkot-Atherextrakt 


be ¥ | 








9°, HCl 15°, HCl 20°, HCl 
oe." yf \ 
‘a x, % 
K ~ he 4 
Phylloerythrin wasserlésl. Natronlauge— wasserlésl. Natronlauge- 
Na-Salz lésl. Na-Salz Na-Salz lésl. Na-Salz 
Me ~~ 
¥ M 
15°/, HCl 20 °/, HCl 


Die Hauptmenge befindet sich in der 20°/, igen Salzsiure 
der Esterfraktion und besteht aus Probophorbid a. 

Phylloerythrin ist eindeutig durch Schmelz- und Mischschmelz- 
punkt des Esters und spektroskopische Untersuchung identifiziert. 





1) Biochem. Z. 96, 292 (1916). 
2) H. Fischer u. Hilmer, Diese Z. 148, 1 (1925). 
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von — Als Hauptprodukt treten griine Farbstoffe mit héherer Salzsiure- 


rin, f  zahl auf, die als Ester teilweise gut krystallisieren. Das Haupt- 
tis- F produkt hatte den Schmelzp. 218° und gab mit Probophorbid a 
ér- — im Mischschmelzpunkt keine Depression. (Diese Z., Bd. 198, S. 42, 
nes berichteten wir tiber die Méglichkeit des Vorkommens von Chlorin e 
im menschlichen Faeces. Auf Grund weiterer Erfahrungen wird 
ifes — es sich hier kaum um Chlorine gehandelt haben, sondern auch 
hen — um Probophorbid a). Die Analyse bestiitigt das Vorliegen des 
2en Monomethylesters von der Zusammensetzung der Probophorbide, 
MIs- bzw. des mit ihnen isomeren Phylloerythrins. Auch die iibrigen 
_ Reaktionen sprechen durchaus im gleichen Sinn. So ergab Erhitzen 
er- — auf 300° Phylloerythrin. 
tzt & Kisessig—Bromwasserstoff und Hisessig—Jodwasserstoff behand- 
en. — lung fihrten gleichfalls zum Phylloerythrin. Beim Menschen wird 
en — also das Chlorophyll prinzipiell in gleicher Weise abgebaut wie 
hr- — bei den Wiederkiuern, und es scheint auch, als ob nicht unbetracht- 
3e- —  liche Mengen resorbiert wiirden. Eine systematische Untersuchung 
er- — der Riickstiinde von menschlichen Gallensteinen, sowie von mensch- 
en —  licher Galle (Duodenalsonde) kénnten hieriiber weitere Aufklarung 
ub, — bringen. Auffallend ist das verschiedene Verhalten des Chloro- 
en — phylls bei den Raupen. Warum tritt bei diesen nicht Decarboxy- 
en —  lierung, sondern oxydative Aufspaltung ein? Freilich erfolgt die | 
lie Passage durch den Magendarmkanal der Raupen mit viel gréBerer 


Geschwindigkeit als beim héheren Tier. Wenn aber das Verhalten 

des Chlorophylls im Organismus eine Funktion der Zeit wire, so 

miiBte dann bei der Raupe wohl in erster Linie unverindertes 
Chlorophyll bzw. Phiophytin erscheinen. Beim Wiederkiuer wurde 

von Rothemund und Inmann!) Phylloerythrin und Probophor- 

bide bei Kiihen bereits im Omasus nachgewiesen. Hier erfolgt 

' also sofort Decarboxylierung. Systematische Untersuchungen des 

e- Verhaltens des Chlorophylls gegen Fermente sind notwendig, um 
- hier Aufklirung zu bringen. Friiher haben wir die Decarboxy- 
lierung hypothetisch auf das Vorkommen von Carboxylase zuriick- 

gefiihrt. Spektroskopisch ist nun Phylloerythrin Phioporphyrin a, 

recht ahnlich und wir haben deshalb nochmals gréfere Mengen 


re von Schafkot einer systematischen Untersuchung auf Phioporphyrin a, 

unterzogen, um das Fehlen dieses Kérpers ausdriicklich zu _be- 
Z- §  statigen. Die Untersuchung (naiheres experimenteller Teil) fihrte 
‘t. — zu einem schon krystallisierten Porphyrin, das bei der Methoxyl- 





1) J. Amer. Chem. Soc. 34, 4702 (1932). 
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bestimmung 3 Methoxyle ergab und nach Spektroskopie, Salzsaure- 
zahl und sonstigen Higenschaften als Rhodoporphyrin-y-car- 
bonsdure angesprochen werden mub. Der Mischschmelzpunkt 
mit reinem MRhodoporphyrin -7-carbonsiuretriester gab keine 
Depression. Wir fassen diesen Befund als eine weitere Bestatigung 
fir die primaire Decarboxylierung des Chlorophylls auf. Dag 
Rhodoporphyrin-y-carbonsdéure sekundir oxydativ aus gebildetem 
Phylloerythrin entstanden ist, halten wir fiir wenig wahrscheinlich, 
weil die ganze Verarbeitung in Stickstoffatmosphire erfolgte. In 
einem spiteren Stadium sollen die von uns aus Chlorophyll er- 
haltenen Porphyrine, ebenso die Purpurine, einer systematischen 
Untersuchung iiber ihr Verhalten im Magendarmkanal unterzogen 
werden, um hier véllig klar zu sehen. 

In der letzten Mitteilung') haben wir fiir Chlorophyll a folgende 
Formel (I) aufgestellt, bei der am Kohlenstoffatom 10 eine Oxy- 








Phytyl 
0 OCH, 
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C,;H;,0,N,Mg (Phyty)). 


und eine Carboxylgruppe steht. Sie erklirt die leichte Abspaltung 
der letzteren. 

Schreibt man in dieser Formel statt der Oxygruppe ein 
Wasserstoffatom?), an Stelle der Ketogruppe an Kohlenstoffatom 9 
eine sekundire Alkoholgruppe und versetzt die beiden Imin- 
wasserstoffe in Kern IV, so hat man die Chlorophyllformel von 


1) H. Fischer u. Hendschel, Diese Z. 206, 255 (1932). 
2) Die Méglichkeit von 5 Sauerstoffatomen im Chlorophyll haben wir 
iibrigens schon Liebigs Ann. 471, 58 (1931) in Betracht gezogen. 
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Stoll aus der unten zitierten Broschiire vor sich, die wir hier 
wiedergeben (II). 


Phytyl 
0 OCH 
3 
o= (6 OH 
| 075<C 
H,C CH hil 
CH, 10) 0\ 
H,C--———H | > ~CH, 
oo a 
II /¥ , \7 
a } 
HC esi es CH 
N N 
_- ae fae 
| | 
ne —CH, H,C i CH, 
| | 
CH, CH, 


C,;H,,0;N,Mg (Phytyl). 


Die Anordnung des gesamten Grundsystems ist also ohne 
weiteres tibernommen worden. Angesichts dieser Tatsache be- 
rihren Ausfiihrungen des Herrn Stoll wie z. B. die folgenden in 
, Hin Gang durch biochemische Forschungsarbeiten“ S. 342): 
,-.. und wir konnten nach Aufklirung der ersten Veriinderungen 
am Chlorophyll an die Aufstellung der Strukturformel von Chloro- 
phyll a und von Chlorophyll b herantreten“, sonderbar. 

Seitdem ist ausschlieBlich durch unsere Untersuchungen °) 


1) Hier ist eine Spektraltafel wiedergegeben, in der zum erstenmal das 
spektroskopische Bild von Protophéoporphyrin a angegeben ist. Bemerkens- 
werterweise stimmt der Spektralbefund genau mit Phylloerythrin iiberein; 
das Spektralbild des Rhodoporphyrins ist nicht richtig. 

*) Wir betonen diese Tatsache deshalb, weil Herr Stoll des 6fteren 
sich und Herrn Wiedemann das Verdienst im Chlorophyll ein Sauerstoff- 
atom weniger nachgewiesen zu haben, zuschreibt, ebenso die Konstitutions- 
anordnung an den Kohlenstoffatomen 9 und 10. Im allgemeinen 1aéBt sich 
durch Elementaranalysen eine Entscheidung iiber Konstitutionsfragen nicht 
treffen, insbesondere nicht bei hochmolekularen Kérpern. Aber wir hatten 
auch bereits 1 Jahr vor den Herren Stoll und Wiedemann mit Will- 
stitters Resultaten iibereinstimmende Phiophorbidanalysen veréffentlicht, 
und zwar Liebigs Ann. 486, 158 (1931), wobei wir bemerkten ,,im wesentlichen 
decken sich diese Befunde mit den Werten Willstitters“. Es muB deshalb 
auf das Entschiedenste zuriickgewiesen werden, wenn Herr Stoll immer 
wieder behauptet, wir hiitten die Analysenzahlen Willstatters bestritten 
oder angezweifelt [z. B. Helvet. chim. Acta. 15, 1128 (1932)]. Weitere 
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nachgewiesen, daB am Kohlenstoffatom 10 nicht eine Oxygruppe, 
sondern ein Wasserstoffatom steht, und wir bevorzugen zur Zeit 
folgende Formel (III): 
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C,,;H,,0;N,Mg (Phytyl). 


wobei, wie schon oft betont, wir uns auf die Verteilung der 
Doppelbindungen im Porphinkern nicht festlegen wollen. Es 
muB8 also lediglich der EHinflu{ der #-Ketogruppe sein, der die 
Carboxylgruppe zur leichteren Abspaltung bringt, wie das ja bei 
f-Ketonsiuren, z. B. Acetessigsiure seit langem bekannt ist. Um 
so auffallender ist allerdings dann die Bestindigkeit im Darm- 
traktus der Raupe. Eine sekundiire Abspaltung von Kohlendioxyd 
bei der Verarbeitung halten wir fiir wenig wahrscheinlich. 


Analysen haben wir dann Liebigs Ann. 499, 108 (1932) verdéffentlicht, 
wihrend Stoll und Wiedemann erst jetzt [Helvet. chim. Acta. 16, 196 
(1933)] in der Lage waren, analytische Belege zu bringen, wobei allerdings 
die Methoxylbestimmungen fehlen und die Theorie der Analysenzahlen 
durchweg nicht auf die in ihrem theoretischen Teil angegebenen Formeln 
berechnet ist, sondern auf unsere alte, auf 8. 60 wiedergegebene. Auf 
die wasserstoffreicheren Formeln von Stoll und Wiedemann stimmen die 
Analysenzahlen gar nicht. Die Autoren haben sich also offensichtlich — % 
auf unsere Abbau- und Analysenresultate verlassen, denn es ist ja gerade — § 
eine der gréBten Schwierigkeiten der Chlorophylichemie, daB die Verseifung — & 
der Estergruppen so auBerordentlich leicht einsetzt und daB ebenso leicht — & 
umgekehrt eine nicht vdéllige Veresterung eintritt. Gerade dieser Punkt — W 
hat die Konstitutionsermittlung im Chlorophyllgebiet so auBerordentlich mm 
erschwert, ebenso die leichte, von uns zuerst erkannte Oxydationsfihigkeit — 
des isocyclischen Ringsystems. [H. Fischer, Liebigs Ann. 486, 117 (1931).) J‘ 
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Vielleicht ist das verschiedenartige Abbauergebnis bedingt 
durch verschiedenartige Wasserstoff-Ionenkonzentration im Magen- 
darmkanal der Raupen und dem der Wiederkiuer. Nach A.Scheu- 
nert in Oppenheimers Handbuch der Biochemie, Bd. 5, 142, ist 
die Reaktion in den ersten beiden Magen nach Verfiitterung von 
Heu, Gras und Stroh meist alkalisch, bei Seidenraupen gibt 
Fr. N. Schulz ,,Bei der Seidenspinnerraupe“, ebenda Bd. 7, 482, 
nichts Néheres iiber die Reaktion an. Bei saurer Reaktion wird 
das komplex gebundene Magnesium abgespalten und, wie wir im 
Reagenzglas gefunden haben, verhalten sich die Magnesiumsalze 
und die magnesiumfreien Derivate verschieden. Wir haben dies 
im Vergleich gegeniiber Sauerstoff in Athylalkohol in der Warburg- 
apparatur untersucht. Chlorophyllid a und Chlorophyllid b schlucken 
je 1 Mol Sauerstoff (Conant hat dies schon fiir das Gemisch 
a+b festgestellt), aber bereits Phiophytin verhilt sich unter 
analogen Verhiltnissen negativ, aber in Stickstoffatmosphire dar- 
gestelltes Phiophytin verhilt sich positiv. Die Phiophorbide ver- 
halten sich gleichfalls negativ. Dagegen sind die kiinstlich dar- 
gestellten Phylline der Phiophorbide ,,aktiv“, indem sie allerdings 
nur 1/, Mol Sauerstoff schlucken; das kiinstlich bereitete Phyllin 
des Phiophytins nimmt ebenfalls ?/, Mol Sauerstoff auf (unver- 
dffentlichte Versuche der Herren Filser-Stern). Offenbar erfolgt 
also durch den Eintritt des komplex gebundenen Magnesiums eine 
Aktivierung des Wasserstoffs, waihrend zugesetztes Phiophorbid 
eine Hemmung bewirkt. Auf diese noch im Gang befindlichen 
Versuche, bei denen eine systematische Abstufung der Wasser- 
stofi-Ionenkonzentration, ebenso die vergleichende Untersuchung 
anderer Komplexsalze, beabsichtigt ist, werden wir bald ausfiihrlich 
zuriickkommen, und vielleicht ergibt sich aus diesen Befunden 
eine Klarung des verschiedenartigen Verhaltens des Chlorophylls 
bei den verschiedenen Tiergattungen. 


Versuche. 


Verarbeitung von Elefantenkot. In einer grofen Porzellanreib- 
schale wurden etwa 1'/, kg frischen Elefantenkotes mit Eisessig an- 
gefeuchtet und durchgeknetet. Dann wird mit etwa 2 Liter Ather iiber- 
gossen und kriftig vermengt. Der Elefantenkot setzt sich als strohiger 
Riickstand ab; der Ather farbt sich braun. Er kann leicht dekantiert 
werden. Noch 2mal wird mit Ather extrahiert, dann nochmals Eisessig 
zugegeben und 8mal mit Ather extrahiert; der "Ather ist jetzt nur mehr 
dunkelgelb gefirbt. Die Fisessig—Atherauaziige werden in einen 5 Liter- 
Scheidetrichter iibergefiihrt und mit 25°/, iger HCl erschépfend ausgezogen. 
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Die HCl-Extrakte, die 6—8 kg Elefantenkot entsprechen, werden nun in f 


einen Dr. Neumannschen Extraktionsapparat gebracht und die Salzsiure 
auf 20°/, verdiinnt. Die Vorextraktion enthilt in der Hauptsache in Ather 
gelben Farbstoff. Auf 12°/, HCl verdiinnt, geht in den Ather ein griin- 
brauner Farbstoff mit roter Fluorescenz, der im Kolben aber nicht zur 
Krystallisation kommt. Hier scheidet sich ein schwarzer Farbstoff ohne 


Spektrum ab. Die atherische Lisung wird im Scheidetrichter mit 10 °/, iger 


Natronlauge ausgeschiittelt und die Natronlauge filtriert. Die braun ge- 
firbte Natronlauge wird mit HCl unter Ather schwach angesiiuert, wobei 
der Farbstoff in Ather geht. 

Die Flocken werden mit Wasser teilweise vom Filter gelist und die 
Liésung ebenfalls unter Ather angesiiuert. Es geht nur wenig Farbstoff in 
Ather, der spektroskopisch mit dem Erstgenannten identisch ist. Die HCI- 
saure Lésung bleibt braun gefiirbt. 

Die NaOH-lisliche Fraktion (Na-Salz) wird in Ather mit Diazomethan 
versetzt und erneut mit 15 und 20°/, iger HCl fraktioniert. Fast der ganze 
Farbstoff geht in 15°/, HCl. Aus der Salzsiure wird sofort wieder in 
Ather getrieben. Eine Krystallisation konnte aus Ather nicht erzielt werden. 


Aus Chloroform-Methylalkohol konnten einmal Krystalle erhalten werden § 


und zwar bei 8 Kilo Elefantenkot etwa 4 mg krystallisierte Substanz. 
Schmelzpunkt des Esters 222°. 


Nach vollstiindiger Extraktion der 12°/,igen HCl ist diese rein rot 
gefiirbt. Auf 6°/, verdiinnt kann ihr ein Farbstoff entzogen werden, der 


spektroskopisch mit Prylloerythrin identisch ist. In Ather mit Diazomethan : 


verestert und aus Chloroform-Methylalkohol krystallisiert, erhilt man etwa 
25 mg reinen Phylloerythrinester. Schmelzp. 263°. Mischschmelzpunkt mit 
Phylloerythrinester ergab keine Depression. 


Spektroskopischer Befund des griinen Elefantenkotfarbstoffs: 
I. 679,2—648,2; II. 608,9—601,0; Nachschatten bis 594,2; 
663,7 604,9 
III. 562,8—556,2; IV. 536,0—530,1; V. 508,9—491,0; End-Abs. 457,6. 
559,5 533,0 499,9 

















Vergleich des Esterspektrums mit dem anderer biologischer Chloro- 
phyliderivate: 


Gegen Phyllobombycin tritt ein deutlicher Unterschied im Typus auf 
bei gleichartiger Lage der beiden Streifen in Griin und Blau. Im Gelbrot 


tritt die Absorption wesentlich stiirker hervor. Der erste Streifen im Rot f 


ist beim Elefantenfarbstoff nicht so breit wie beim Phyllobombycin. 
Simtliche Streifen sind nach Rot hin leicht verschoben. 

Gegen Probophorbid a ist das Spektrum vom Elefantenkotfarbstoff im 
Rot stark abweichend. Das ganze Spektrum scheint gegen die Mitte zu- 
sammengedriickt. Der erste Rotstreifen ist viel breiter. 


Gegen Probophorbid b ist relativ gute Ubereinstimmung zu kon- 


statieren. Nur fehlt dem Elefantenkot der Streifen im Gelb. 
Gegen Probophorbid c weicht es im Rot ab. Der zweite Rotstreifen ist 
beim Elefantenkotfarbstoff stirker. 
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Gegen Probophorbid d ist praktisch kein Unterschied zu konstatieren 
in der Lage der Streifen. Die Intensitiit des ersten Streifens ist geringer 
und der Streifen im Gelb ist beim Elefantenkotfarbstoff intensiver; der 
zweite Streifen im Rot ist etwas nach Rot verschoben. 

Abbau mit Pyridin-Soda. Eine Lisung des Farbstoffes in Pyridin 
wird mit 3 mg entwiisserter Soda versetzt und 12 Stunden auf dem Sandbad 
gekocht. Jede Stunde wird spektroskopiert. Es ist nie ein Unterschied gegen- 
iiber dem Ausgangsmaterial zu konstatieren. 


Abbau mit Bromwasserstoff-Eisessig. Eine Liésung des Farb- 
stoffs in Eisessig-Bromwasserstoff wird eingeschmolzen und 24 Stunden im 
Wasserbad bei 50° gehalten. Es findet vollkommene Umwandlung in Phyllo- 
erythrin statt. Die Aufarbeitung erfolgt iiber Ather. Eine Krystallisation 
des Phylloerythrins konnte wegen zu geringer Menge nicht herbeigefihrt 
werden. 

Abbau mit Jodwasserstoff—Eisessig. Eine Lésung des Farb- 
stoffs in Eisessig wird bei 70° mit 2 Tropfen Jodwasserstoff (1,96) versetat 
und im Moment, da eine Anderung des Farbtons eintritt, in Wasser gekippt. 
Bei zu langer Behandlung (etwa 10 Sekunden) tritt villige Vernichtung des 
Farbstoffs ein. Die wiBrige Eisessiglésung wird mit NH, abgestumpft und 
der Farbstoff geht rot in Ather. Der erhaltene rote Farbstoff ist spektro- 
skopisch mit Phylloerythrin identisch. Soweit es sich abschitzen liBt, ent- 
spricht das gebildete Phylloerythrin nur einem kleinen Teil des angewandten 
Farbstoffs. Da aber sonst kein Farbstoff mehr auftritt, scheint teilweiser 
Abbau durch die Jodwasserstoffsiiure vorzuliegen. 


Verarbeitung von Vegetarierkot. Der frische Kot wird sofort auf 
dem Wasserbad 24 Stunden getrocknet und dann staubfein verrieben. In 
Hiilsen gebracht (200 g in eine Hiilse), wird er mit Ather extrahiert, wobei 
der Ather tiglich ausgewechselt wird. Nach 7—8 Tagen ist der Ather nur 
noch hellgelb gefirbt, wihrend er in den ersten Tagen schwarzgriin ab- 
liuft. Im Scheidetrichter wird mit Wasser und Kochsalzlésung gewaschen 
und dann fraktioniert. In 4°/,ige HCl geht zunichst ein roter Farbstoff 
(Urobilin), der sich nicht mehr mit NaOH in Ather zuriicktreiben 1éBt. 
Auch die 9°/,ige HCl ist noch tiefrot gefirbt, doch ist nur ein kleiner 
Teil dieser Farbung durch Porphyrin verursacht. Das Porphyrin, das 
spektroskopisch mit Phylloerythrin identisch ist und dessen Esterschmelz- 
punkt 264° ist und dessen Mischschmelzpunkt mit Phylloerythrinester keine 
Depression zeigt, ist in 400 g Trockenstuhl in einer Menge von 2 mg ge- 
funden worden. 

Die nichste Fraktion wird aus dem Extraktither mit 15°/, iger HCl 
ausgezogen. Die Salzsiiure firbt sich tiefgriin an. In Ather zuriick- 
getrieben, wird mit 10°/,iger NaOH geschiittelt. Der Ather bleibt nur 
noch hellgelb gefirbt. Die Natronlauge wird abgelassen und filtriert. Die 
auf dem Filter zuriickbleibenden, metallisch blau schillernden Flocken 
werden in Wasser gelést und die Lésung erneut unter Ather angesiiuert. Die 
beiden Farbstoffe werden in Ather mit Diazomethan verestert. Die Haupt- 
menge stellt der H,O-lésliche Farbstoff dar. Sein Ester wird erneut frak- 
tioniert, wobei ein kleiner Teil in 15°/, und die Hauptmenge in 20°/, HCl 
geht. Diese Fraktionierung ist zur Reinigung notwendig. Der NaOH- 
lésliche Anteil ist wesentlich geringer. Er krystallisiert auch nach erneuter 
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Fraktionierung nicht. Der Hauptanteil des Farbstoffs tiberhaupt (H,O-léslich) 
hat einen Esterschmelzpunkt von 218°. Er krystallisiert gut in drusenformig | ~ 
vereinigten Nadelo. Man erhilt aus 400g Trockenkot etwa 15—18mg P 
4 Ester. — In 20°, ige Salzsiiure geht ebenfalls noch eine betrichtliche 4 
qh Menge griinen Farbstoffs. Bei der Fraktionierung mit Natronlauge erweist 
sich hier der gréBte Teil des Na-Salzes als NaOH-léslich. Eine Krystalli- 
sation ist bisher nicht gelungen. 


Spektroskopie des 15°/, H,O-léslichen Esters (20 °/,). 
I. 681,6—653,1; II. 616,1—602,7; III. 566,0—558,4; IV. 541,2—527,7; 
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667,8 609,4 562,2 534,5 
V. 513,8—495,0; End-Abs. 428. 
: 504,4 : 
:| | Die 20°/, ige Fraktion des wasserléslichen Anteils des Na-Salzes, die i 


die Hauptmenge darstellt, zeigt im Schmelzpunkt groBe Ahnlichkeit mit 
Probophorbid a und nach weiterer Reinigung ergab sich beim Mischschmelz- 
punkt der beiden keine Depression. 


Spektroskopischer Vergleich mit anderen biclogischen Chloro. 
phyliderivaten. Gegen Phyllobombycin ist es typisch verschieden. Der 
Vegetarierkotfarbstoff hat Phorbidtyp, wihrend Phyllobombycin dem Pur- 
purintyp zugehG6rt. 

Der Elefantenkotfarbstoff besitzt zwar denselben Typ, ist aber durch- 
weg nach Blau verschoben. i 

Gegen Probophorbid a ist Ubereinstimmung zu konstatieren. Hier- 
gegen ist der Vegetarierkotfarbstoff anfangs nach Rot verschoben, doch 
ad verschwindet diese Verschiebung des Spektrums bei haufiger Fraktionierung. 

Gegen Probophorbid b stimmt es im Rot gut. Die Streifen in Griin 
und Blau sind dagegen nach Rot verschoben. 
Gegen Probophorbidc ist ebenfalls das ganze Spektrum nach Rot 
verschoben. ‘ 
Gegen Probophorbid d herrscht ebenfalls keine Ubereinstimmung. 
Bei Grtlich gleicher Lage der Streifen im Rot sind die Streifen in Grin 
. : und Blau beim Vegetarierkotfarbstoff nach Rot verschoben. Die Intensitits- 
Be | verhiltnisse sind bei simtlichen Probophorbiden mit dem neuen Farbstoff 
- iibereinstimmend. 
‘a | 3,270 mg Subst.: 8,825 mg CO,, 2,020 mg H,O. — 3,300 mg Subst.: 
biked 0,301 cem N (19°, 715 mm). — 4,545 mg Subst.: 2,117 mg AgJ. 
C,,H;,0,N, Ber. C 74,45 H6,94 N 9,85 10CH, 5,66 
C,,Hs,0,N, ” ” 14,42 ”? 6,57 ”? 10,22 ”? 5,65 
Gef. ,, 73,60 ,, 6,91 ,, 10,03 »  —— 














OR ak Sy RAP Oa Cerne EA ES ORT EEN : ee Say earn 





yr wart Pe — Pes Bee: Ae a re es te gee eG Bass Pn oe 
ie Ra 7's pm amas hl Sek See eye | a bs Sara" : : s = SP irae 
a we Re ee . “i as sige goa ke 


Abbau mit Jodwasserstoff—Eisessig. Etwa 1 mg Substanz wird 
in 2cem Eisessig gelést und bei 65° 2 Tropfen Jodwasserstoff (1,96) zu- 
gegeben. Nach etwa 5 Sekunden tritt Farbumschlag nach rotstichigem 
Braun ein. Es wird sofort in Wasser gegossen und mit NH, der Farbstoff 


Pt | in Ather getrieben. Es herrscht nach Hin- und Hertreiben in 9°/, iger HCl 
= ne mit Phylloerythrin spektroskopisch vollkommene Ubereinstimmung. Im 


Restither ist noch ein griiner Farbstoff enthalten. 
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Abbau mit Bromwasserstoff-Eisessig. Nach der vorher be- 
schriebenen Methode ist Phylloerythrin nach 24 Stunden nur in unter- 
geordnetem Ma8e aufgetreten. Sonst bleibt der griine Farbstoff (Ausgangs- 
material) erhalten. 

Abbau mit Pyridin-Soda. Nach der friiher beschriebenen Methode 
mit Pyridin-—Soda gekocht, ergibt keine Verinderung des Materials. 


Rhodoporphyrin - y-carbonsadure als Begleitstoff des Phyllo- 
erythrins im Schafkot. Um das eventuelle Auftreten von Phioporphyrin a, 
im Schafkot nachzuweisen, versuchten wir die sehr schwierige Fraktio- 
nierung von Phylloerythrin und Phioporphyrin a, zu umgehen, indem wir 
nach der friiher beschriebenen Vorschrift') Phioporphyrin a, in Stickstoff- 
atmosphire zu Chloroporphyrin e, aufzuspalten versuchten. Nach der 
friiher beschriebenen Methode*®) wurde der Schafkot mit Eisessig—Ather 
ausgezogen und fraktioniert, ohne jedoch die Grenzen der Salzsiurezahl 9 
besonders scharf einzuhalten. Die Hauptmenge des Phylioerythrins ging 
mit 12°/,iger Salzsiiure aus dem Mutteriither. Um gréBere Veriuste zu ver- 
meiden, wurden diese Salzsiureausziige unter Weglassung von Ather mit 
Natronlauge unter Eiskiihlung schwach alkalisch gemacht und dann vor- 
sichtig ganz schwach angesiuert. Das Phylloerythrin und die Begleitstoffe 
flockten aus. Nun wurde der Niederschlag abfiltriert. 1g des Nieder- 
schlages wurde unter Stickstoff in 30 cem Pyridin gelést und 800 cem mit 
Stickstoff von Luft befreitem Methylalkohol zugegeben. Dann wurden 
ebenfalls unter Ausschlu8 von Luft 30 cem 30°/, iges methylalkoholisches 
Kali zugegeben und in Stickstoff 18 Stunden geschiittelt. Nachher wurde 
in Ather gegossen und in der iiblichen Weise fraktioniert. Um eventuell 
gebildetes Chloroporphyrin e, zu gewinnen wurde mit 2°/,iger Salzsdure 
extrahiert. Es ging tatsichlich Farbstoff in diese Salzsiure, der, in Ather 
zuriickgetrieben, kein Phylloerythrinspektrum mehr zeigte. Das erhaltene 
Spektrum stimmte jedoch auch nicht mit dem des Chloroporphyrins e, 
iiberein, sondern mit Rhodoporphyrin-y-carbonsiure. Mit Diazomethan ver- 
estert, entsteht, wie die Analyse beweist, ein Triester, der den Schmelz- 
punkt 240° hatte und mit reinem Rhodoporphyrin-y-carbonsdure-triester 
vom Schmelzp. 252° keine Depression ergab. Aus 2,5 g Phylloerythrin- 
gemisch erhielten wir 9 mg Rhodoporphyrin-y-carbonsdure-triester. 


2,570 mg Subst.: 2,660 mg AgJ. 
C.,H,N,O, Ber. OCH, 14,90 Gef. OCH, 13,67. 





1) H. Fischer, Moldenhauer u. Siis, Liebigs Ann. 486, 152 (1931). 
*) H. Fischer u. Hendschel, Diese Z. 206, 255 (1932). 
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Uber die generelle Anwendung der Mikro-Kjeldahlbestimmung. 


Von 


A, Friedrich. 
Unter Mitarbeit von E. Kiihaas und R. Schniirch. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien. ' 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Februar 1933.) 


In den fiinfzig Jahren, welche seit der Veréffentlichung Kjeldahls’) 
iiber seine neue Stickstoffbestimmung verstrichen sind, hat diese Methode 
die weitgehendste Verbreitung unter allen analytischen Methoden gefunden. 
Die Einfachheit der Methode und die Méglichkeit, damit Serienbestimmungen 
auszufiihren, legten es nahe, diese Methode fiir die verschiedenen Zweige 
der wissenschaftlichen und technischen Analytik in Anwendung zu bringen 
So behandelt von rund 150 Veréffentlichungen, die iiber die Kjeldahlbe- 
stimmung vorliegen, der gréBere Teil den Anwendungsbereich der Methode. 

In der Originalarbeit Kjeldahls wurde die Methode als fiir alle 
organischen Substanzen brauchbar bezeichnet, jedoch mit gewissen Vorbe- 
halten fiir Stoffe, in welchen Oxyde des Stickstoffes vorliegen, ferner Cyan- 
verbindungen und einige Alkaloide. Umfassende Untersuchungen von 
Carl Arnold und Konrad Wedemeyer’) iiber den Anwendungsbereich 
der Methode zeigten, daB sich auch fiir diesen Bereich prinzipielle Unter- 
schiede im Verhalten stickstoffhaltiger Substanzen ergeben, je nachdem, 
ob die Veraschung mit oder ohne Zusatz von Katalysatoren durchgefiihrt 
wird. Aus ihren experimentellen Ergebnissen ziehen die Autoren ferner 
den Schlu8, daB Substanzen, welche bei der Kjeldahlbestimmung unter 
Anwendung von Katalysatoren (Quecksilber und Kupfer) héhere Werte er- 
geben, als ohne Anwendung der Katalysatoren, den Stickstoff in ring- 
férmiger Bindung enthalten diirften. S. P. L. Sérensen‘), der die Anwend- 
barkeit des Kjeldahlverfahrens auf physiologisch wichtige Substanzen iiber- 
priifte, erweiterte in einer spiteren Untersuchung‘) die Annahme Arnolds 
und Wedemeyers dahin, da8 ohne Anwendung von Katalysatoren auch 
aliphatische Stoffe zu niedere Stickstoffwerte ergeben kénnen, wenn deren 
Konstitution eine RingschluBbildung zuliBt. 


Es verbleiben jedoch noch eine Reihe von Stoffen, welche, 


abgesehen von Verbindungen mit Stickstoffoxydgruppen oder Cyan- 
verbindungen, nach keiner Modifikation der Kjeldahlbestimmung 


1) Z. anal. Chem. 22, 366 (1883). 

*) Z. anal. Chem. 31, 525 (1892). 

) §. P.L. Sé6rensen u. V. Pedersen, Diese Z. 39, 513 (1913). 

4) §. P. L. S6rensen u. A.C. Andersen, Diese Z. 44, 429 (1918). 
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richtige Stickstoffwerte ergeben. Die Frage, ob diese Stoffe ledig- 
lich eine so hohe Resistenz gegen die EKinwirkung der heiBen 
konzentrierten Schwefelsiure aufweisen oder ob die Aufspaltung 
dieser Substanzen mit Stickstoffverlust verbunden ist, bildete den 
Gegenstand vorliegender Untersuchung. 


Hydrazinverbindungen. 


Zunichst wurden die fiir die physiologische Chemie wich- 
tigen Arten der Hydrazinverbindungen untersucht. Bei allen diesen 
Stoffen wurden zu niedere Stickstoffwerte gefunden, jedoch waren 
die Ergebnisse je nach der Verbindung verschieden. Experimentell 
lieB sich nicht nachweisen, daB hier ein Stickstoffverlust eintritt 
und keine Resistenz der Stoffe gegen die Einwirkung der Schwefel- 
siure vorliegt. Erhitzt man z. B. Hydrazinsulfat mit konzentrierter 
Schwefelsiure in einem Réhrchen, welches zwischen Kippschen 
Apparat und Mikroazotometer geschaltet und mit Kohlendioxyd 
vollkommen entliiftet wurde, so beobachtet man noch vor dem 
Sieden der Schwefelsiure eine immer stiirker werdende Stickstoft- 
entwicklung. Analysiert man Hydrazinsulfat nach Kjeldahl, so 
verliert man tiber 99°/, der vorhandenen Stickstoffmenge. Diese 
Ergebnisse lassen schlieBen, da8 bei der Veraschung von Hydrazin- 
verbindungen immer ein Stickstoffverlust méglich ist, wenn die 
Hydrazingruppe als solche vom iibrigen Komplex abgespalten wird. 

Die Verluste an Stickstoff sind jedoch bei organischen Hydr- 
azinverbindungen unvergleichlich geringer, da weiter auch das 
Reduktionsvermégen der organischen Substanz von wesentlichem 
Einflu8 ist. Der Einflu8 des Reduktionsvermégens der organischen 
Substanz auf den Verlauf der Bestimmung 1li8t sich am besten 
zeigen, wenn man Hydrazinsulfat nach der Methode von A. Elek 
und H. Sobotka’) analysiert (Zusatz von 100 mg Glucose). Bei 
dieser Veraschung wird der Stickstoffverlust von 99°/, auf un- 
gefabr 50°/, herabgesetzt. 

Hydrazinverbindungen bediirfen sonach gleich den Nitro- 
verbindungen einer der Veraschung vorangehenden Reduktion 
und unterscheiden sich in ihrem Verhalten bei der Kjedahlisation 
von letzteren dadurch, daB die fiir Nitroverbindungen angewandten 
Reduktionsmittel hier nicht ausreichen*), es sei denn, daB man 


1) J. Amer. Chem. Soc. 48, 501 (1926). 
*) Nitro-, Nitroso- und Azoverbindungen konnten nach dem Verfahren 
von Elek und Sobotka richtig analysiert werden. 
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diese unter VorsichtsmaBregeln sehr lange einwirken laBt, was 
fiir eine praktische Methode nicht in Frage kommt. 


Neues Verfahren der Veraschung. 


Die Suche nach einem kriftigen Reduktionsmittel, welches 
ohne Abanderung der Apparatur fiir die Analyse von Hydrazin- 
verbindungen verwendbar ist, fiihrte schlieBlich zu Versuchen mit 
Jodwasserstoftsiure, welche sich fiir diesen Zweck als geeignet 
erwies. Da weitere Versuche mit reinstem Ammonsulfat als Test- 
substanz zeigten, daB die Jodwasserstoffsiure auch ohne Stick- 
stofiverlust aus dem Zersetzungskolben wieder entfernt werden 
kann, wurde folgende Veraschungsmethode ausgearbeitet: 

Zu der in das Zersetzungskélbchen eingewogenen Substanz 
werden einige Kérnchen roten Phosphors gegeben (wegen Siede- 
verzug) dann ein Kubikzentimeter Jodwasserstoffsiure (d = 1,7) 
und nun das Kélbchen auf dem Veraschungsgestell vorsichtig er- 
hitzt, so daB die Jodwasserstoffsiure ruhig kocht. Nach halb- 
stiindiger Kochzeit wird der Kélbchenhals innen mit Wasser 
abgespritzt, bis das Kélbchen halb voll ist, dann 2 ccm konzen- 
trierte reine Schwefelsiiure zugefiigt und nach Umschiitteln das 
Kélbchen wieder auf das Veraschungsgestell zuriickgestellt. Nun 
wird die Temperatur rasch gesteigert und der Kélbcheninhalt 
zum lebhaften Sieden gebracht. Zuerst destillieren Wasser und 
Jodwasserstofisiure, dann Jodwasserstoffsiure und Jod und schlieB- 
lich etwas Joddiimpfe ab. Sobald das Kélbchen wieder frei von 
Jod ist) oder nur geringfiigige Mengen an der Halswandung 
haften, wird das Kélbchen mit der kochenden Schwefelsiure vom 
Gestell genommen, eine groBe Messerspitze Kaliumsulfat (0,5 bis 
1 g) und eine kleine Messerspitze Quecksilberacetat (rund 0,1 g) 
zugefiigt und dann das Veraschen bis zum Klarwerden der Liésung 
bzw. 30 bis 60 Minuten dariiber fortgesetzt. 

Alles Weitere ist gleich wie bei der gewéhnlichen Kjeldahl- 
bestimmung. Die Destillation wurde mit dem Apparat von 
Parnas-Wagner?) durchgefiihrt; die 30°/,ige Lauge enthielt 
7 °/, Natriumthiosulfat. Die Titration erfolgte azidimetrisch im 
Quarzkélbchen mit 1/,, Normallésungen und Methylrot als Indikator. 





1) Wihrend der Veraschung wurde zwischen Veraschungsgestell und 
Saugpumpe eine Waschflasche mit Lauge geschaltet, um die Joddiimpfe 
aufzufangen. Die gesamte Apparatur reinigt sich selbst von Jod wihrend 
der Veraschung der Substanz. 

2) Biochem. Z. 125, 253 (1921). 
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Nach dieser Methode wurden bei der Analyse von Hydrazin- 
sulfat sehr gut stimmende Resultate erhalten. Es war voraus- 
zusehen, daf dieses Reduktionsverfahren auch fiir alle iibrigen 
Substanzen, die vor der Veraschung einer Reduktion bediirfen, 
anwendbar ist. Es wurden nun der Reihe nach Nitro-, Nitroso-, 
Azoverbindungen, Dinitrophenylhydrazone, Phenylosazone, Oxime 
und Semicarbazone analysiert und durchweg richtige Resultate 
erhalten. Durch dieses Reduktionsverfahren wurde somit der 
Anwendungsbereich der Kjeldahlbestimmung wesentlich erweitert, 
ohne daB sich eine nennenswerte Abinderung in der bisherigen 
Arbeitsvorschrift ergibt. 


Antipyrin. 

Von weiterem Interesse war es nun, welches Verhalten 
andere stickstoffhaltige Kérper zeigen, die nach den bisherigen 
Modifikationen der Kjeldahlbestimmungen nicht richtig analysiert 
werden konnten. Als typischer Vertreter dieser Reihe wurde das 
Antipyrin untersucht. 


C. Arnold und K. Wedemeyer erhielten beim Antipyrin trotz 10 bis 
15stiindigem Erhitzen als Héchstwert 9,7°/, Stickstoff (Theorie: 14,9°/, N). 
Nach dem beschriebenen Reduktionsverfahren mit Jodwasserstoffsiure 
wurden Werte von 12 bis 12,5°/, Stickstoff erhalten. Es war sonach eine 
Steigerung der Werte bis um 3°/, eingetreten, der theoretische Wert wurde 
jedoch nicht erreicht. Nun war anzunehmen, da8 das Reduktionsverfahren 
wohl der richtige Weg sein diirfte, jedoch beim Kochen mit Jodwasserstoff- 
siiure fliichtige stickstoffhaltige Spaltstiicke gebildet werden. 

Bei den nichsten Versuchen wurde die Reduktion der Substanz mit 
Jodwasserstoffsiiure im geschlossenen Rohr (Mikrobombenrohr) durchgefiihrt. 
Die Substanz wurde in das Mikrobombenrohr eingewogen, mit 1 ccm Jod- 
wasserstoffsiure versetzt, das Rohr zugeschmolzen und im Mikrobombenofen 
eine Stunde auf 200 Grad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde das Bomben- 
rohr durch Erweichen der Kapillare geéffnet'), der Inhalt in das Kjeldahl- 
zersetzungskélbchen iiberleert, dann mit 2 ccm konzentrierter Schwefelsiure 
versetzt, die Jodwasserstoffsiiure abdestilliert und der Riickstand weiter ver- 
ascht, wie dies friiher beschrieben wurde. Die erhaltenen Stickstoffwerte 
waren die gleichen wie ohne Anwendung des Bombenrohres. 

Damit war entschieden, daB ein Verlust durch eventuell flichtige 
Spaltstiicke nicht die Ursache der Fehlresultate darstellt und diese ander- 
wirtig bedingt sein muB. Es war nach diesen Ergebnissen weniger anzu- 





1) Vor dem Offnen des Bombenrohres wird die in der Kapillare be- 
findliche Jodwasserstoffsiiure durch Erhitzen mit der leuchtenden Flamme 
entfernt bis die Schmelzstelle und Kapillare vollkommen blank sind. Uber 
das Offnen der Bombe vgl.: A. Friedrich, Die Praxis der quantitativen 
organischen Mikroanalyse, S. 87. Verlag Franz Deuticke, Leipzig und 
Wien 1933. 
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nehmen, daB die Reduktionskraft der Jodwasserstoffsiure zu schwach ist, 
als vielmehr, daB es sich beim Antipyrin um eine Hydrolyse der Substanz 
handelt, fiir deren vollkommenen Verlauf die Bedingungen nicht ausreichten. 

Die Versuche der Erhitzung im Bombenrohr mit Jodwasser- 
stofisiure wurden wiederholt, diesmal jedoch die Temperatur 
iiber eine Stunde auf 300 Grad gehalten. Bei dieser Versuchs- 
anordnung wurden die richtigen Stickstoffwerte fiir das Antipyrin 
erhalten. 

Die Versuche mit Antipyrin weisen auf einen weiteren Zu- 
sammenhang zwischen Kjeldahlisation und Konstitution hin. 
C. Arnold und K. Wedemeyer, auf deren Folgerungen friiher 
hingewiesen wurde, sprachen die Vermutung aus, daB bei Sub- 
stanzen mit mehreren Stickstoffatomen in ringférmiger Bindung, 
die Uberfiihrbarkeit in Ammoniak yon der Lage der Stickstoff- 
atome abhingig sein diirfte und zwar je nachdem, ob die Stick- 
stoffatome benachbart oder getrennt sind. Nach den vorliegenden 
Versuchsergebnissen trifft diese Annahme zu und es scheint, daf 
Verbindungen mit benachbarten Stickstoffatomen in ringférmiger 
Bindung nur dann richtig nach Kjeldahl analysiert werden 
kénnen, wenn das ganze Ringsystem durch weitgehende Hydrolyse 
aufgespalten wird. 

Die Versuche mit Antipyrin zeigen weiter, dai auch hier 
nicht die Resistenz des Stoffes gegen die EKinwirkung der Schwefel- 
siure, sondern Stickstoffverlust wihrend der Veraschung die Ur- 
sache der bisherigen Fehlresultate war. 


Nitroprussidnatrium und Diazoverbindungen. 


Nitroprussidnatrium gehért ebenfalls zu denjenigen Stof- 
fen, die sich nach keiner bisherigen Modifikation der Kjeldahl- 
bestimmung richtig analysieren lassen. Bei dieser Verbindung 
war es von vornherein zu erwarten, da8 beim Kochen mit Jod- 
wasserstofisiure ein Teil des Stickstoffes in Form von Blausiure 
verlorengeht. Tatsichlich wurden bei der Bestimmung die Werte 
um 2—3°/, zu niedrig gefunden. Analysen, bei welchen die 
Reduktion mit Jodwasserstoffsiiure im geschlossenen Rohr durch- 
gefiihrt wurde (eine Stunde, 200 Grad) ergaben die richtigen 
Stickstoffwerte. 

Bei diesen Bestimmungen wurde ferner beobachtet, daB nach 
Zufiigen der 30°/,igen Lauge, in welcher 7°/, Natriumthiosulfat 
gelist waren, das Quecksilber wie gewohnlich gefallt wurde, mit 
beginnendem Sieden jedoch wieder in Lisung ging und die Lésung 
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eine gleichmaBig rétlichbraune Farbe annahm. Um Stickstoff- 
yverluste zu vermeiden’), muften spiiter auBer dem bereits zuge- 
gefiigten Natriumthiosulfat noch etwas Natriumsulfid zugegeben 
werden, um das Eisen als Sulfid zu fallen. In diesem Fall 
erwies sich sonach die Anwendung von Natriumsulfid vorteil- 
hafter als die sonst tibliche Verwendung von Natriumthiosulfat. 

Diazoverbindungen kénnen naturgemiB auch nach dieser 
Methode nicht unmittelbar bestimmt werden, da schon die Ein- 
wirkung der Jodwasserstoffsiure Stickstoffabspaltung bedingt. 
Diazoamidobenzol gab ungefahr nur ein Drittel der erforderlichen 
Stickstoffmenge. Dieses Hindernis lift sich jedoch leicht um- 
gehen, wenn man das labile Diazosystem in den sehr bestindigen 
Azokomplex iiberfiihrt. So lieB sich die Analyse des Diazo- 
amidobenzoles richtig durchfiihren, wenn zur eingewogenen Menge 
Substanz die 3 bis 4fache Menge Phenol (eine kleine Messerspitze) 
zugefiigt und unter gelindem Erwirmen im Wasserbade die Sub- 
stanz im schmelzenden Phenol gelést wurde. Wird nach dem 
Erkalten Jodwasserstoffsiure zugefiigt, so lift sich der gebildete 
Azofarbstoff ohne weiteres richtig analysieren. 


Bemerkungen zur Methode. 


Wie friiher hervorgehoben, wurde das Reduktionsverfahren 
mit Jodwasserstofisiure unter Anwendung von reinstem Ammon- 
sulfat iiberpriift, um die VerliBlichkeit der Methode zu erproben. 
Es konnten in diesen Belangen keine Stérungen nachgewiesen 
werden. Empfehlenswert ist es jedoch, nach dem Vorschlag von 
E. Salkowski?) bei Anwendung von Quecksilbersalzen als Kata- 
lysator die Destillation woméglich gleich an die Veraschung an- 
zuschlieBen, zumindest aber nach der Veraschung den Kolben- 
inhalt mit Wasser zu verdiinnen, um die Bildung schwer loéslicher 
Niederschlige (vermutlich Merkuriammonsulfat) zu vermeiden, 
welche unter Umstiinden Stickstoffverluste bedingen kénnen. 

Die fiir die physiologische Chemie wichtigen Hydrazinverbin- 
dungen der Kohlehydrate sowie alle nichtfliichtigen Nitro-, 
Nitroso- und Azoverbindungen kénnen direkt nach der einfachen 
Reduktionsmethode analysiert werden. Bei Substanzen, die bei 





1) C. F. Davis u. M. Wise, (Chem. Z. 1931, II, 3365) beobachteten, 
daB nur die schwarze Quecksilbersulfidfillung richtige Stickstoffwerte be- 
dingt. Andere Farben weisen auf unvollstindige Fillung hin und haben 
bei der anschlieBenden Destillation Stickstoffverluste zur Folge. 

2) Diese Z. 57, 523 (1908). 
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der Siedetemperatur der Jodwasserstoffsiure (127°) schon etwas 
fliichtig sind wie z. B. Benzaldehydsemicarbazon oder fliichtige 
Spaltstiicke ergeben wie Cyanverbindungen, muf die Reduktion 
im Mikrobombenrohr vorgenommen werden. Geschieht dies nur 
wegen der Fliichtigkeit, so geniigt ein einstiindiges Erhitzen auf 
200°. Handelt es sich jedoch um Analyse von Substanzen mit 
ringférmig gebundenen Stickstoffatomen, die einer fast vollstandigen 
Hydrolyse unterworfen werden miissen, so mu die Temperatur 
auf 300° gesteigert werden. 

Die Durchfiihrung der Reduktion im EinschluBrohr ver- 
lingert etwas die Dauer der Bestimmung und mindert im ge- 
ringen AusmaBe die Einfachheit der Durchfiihrung. Da sie nur 
in Sonderfillen zur Anwendung gelangt, spielen diese Umstande 
keine nennenswerte Rolle. Die Anwendung der Reduktion im 
Bombenrobr bei hoher Temperatur wird sich jedoch fiir alle 
jene Fille als zweckdienlich erweisen, in denen die Analyse von 
Substanzen durchgefiihrt werden soll, bei welchen die Dumas- 
bestimmung versagt. Bekanntlich bilden manche Substanzen bei 
der Verbrennung im Dumasrohr schwer verbrennliche stickstoff- 
haltige Kohle und ergeben daher zu niedrige Stickstoffwerte. Die 
Anwendung von Sauerstoff abgebenden Kérpern wie Kaliumchlorat 
und dergleichen fiihren in solchen Fillen zu keinen verliBlichen 
Resultaten (Friedrich a. a. O. 8. 74). 

Die Analyse von Alkalinitraten gelang nach dieser Methode 
nicht. Da diese Stoffe fiir die physiologische Chemie ohne In- 
teresse sind, wurden weitere Versuche nicht angestellt. Im all- 
gemeinen diirfte das Reduktionsverfahren mit Jodwasserstoffsiure, 
soweit es auf organische Stickstofiverbindungen ausgedehnt wird, 
die generelle Anwendung der Mikro-Kjeldahlbestimmung ermég- 
lichen. Ob diese Annahme vollends zutrifft, kann erst die weit- 
gehende Anwendung der Methode entscheiden. 


Blindwerte. 


Bei der Ausarbeitung und Uberpriifung der Methode wurden regel- 
miBig die Blindwerte genauestens festgestellt. Obwohl immer die gleichen 
Chemikalien angewendet wurden und dieselbe Apparatur in Verwendung 
stand, wurden gelegentlich Blindwerte beobachtet. Wir glauben zwei Ur- 
sachen dieser Erscheinungen aufgedeckt zu haben. Das Ausdimpfen der 
Apparatur reicht nicht immer aus, zumindest nicht, so weit es den Silber- 
kiihler betrifft. Folgende Vorbehandlung hat sich dagegen sehr gut be- 
wihrt: Wihrend der Wasserdampfentwickler angeheizt wird, werden die 
beiden Quetschhihne am Rezipienten geéfinet und der untere AbfluB des 
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Rezipienten mit der Wasserstrahlpumpe verbunden. Nach kriftigem An- 
saugen wird ein Becherglas mit Wasser unter den Kiihler gehalten und 
dieses in rascherem Tempo durch die ganze Apparatur gesaugt. An- 
schlieBend wird, nach Abschalten der Saugpumpe, kurz ausgedimpft. 

Ein zweiter Blindwert, der ebenfalls nicht durch die angewandten 
Reagentien bedingt war, konnte durch das TitrationsgefiB nachgewiesen 
werden. Es wurde beobachtet, daB immer die erste Analyse in einer Serie 
zu hohe Stickstoffwerte ergab. Im Zusammenhang damit konnte nach- 
gewiesen werden, daB das Erlenmeyertitrationskélbchen nach Behandlung 
mit heiBer Schwefelchromsiiure und nachtriglichem Ausdimpfen immer 
eine Verschiebung des Titers der n/50-Saéure gegen die n/50-Lauge bedingte. 
Vermutlich wird bei dieser Behandlung die Glasoberfliiche zu stark ange- 
griffen, so daB sie auch spiiter noch etwas Alkali abgibt. Es empfiehlt 
sich daher, bei Anwendung von Jenaer Titrationskélbchen nach der Be- 
handlung mit Schwefelchromsiiure den Titer der Siiure gegen Lauge zu 
prifen und erst, wenn dieser nach zwei aufeinanderfolgenden Titrationen 
konstant bleibt, das Kélbchen in Verwendung zu nehmen. Wir sind auf 
die Verwendung von durchsichtigen Quarzkélbchen iibergegangen, die sehr 
zu empfehlen sind. 


Zusammenfassung. 


1. Untersuchungen tiber die Kjeldahlbestimmung bei Hydra- 
zinverbindungen zeigten, daB Stickstoffverluste waihrend der Zer- 
setzung auftreten, die durch die Reduktionswirkung der organischen 
Substanz teilweise gemildert werden. 

2. Durch Behandlung der Substanz mit kochender Jodwasser- 
stoffsiure vor der Veraschung gelingt es, diese so weit zu redu- 
zieren, daB alle Hydrazin-, Nitro-, Nitroso- und Azoverbindungen 
bei der anschlieBenden Veraschung keine Stickstoffverluste ergeben 
und somit richtig analysiert werden kénnen. 

3. Substanzen, die beim Kochen mit Jodwasserstoffsiure 
schon etwas fliichtig sind, oder fliichtige Spaltstiicke bilden (Cyan- 
verbindungen), miissen im geschlossenen Rohr (Mikrobombenrohr) 
mit Jodwasserstoffsiiure vorbehandelt werden. Verbindungen mit 
ringférmig gebundenen Stickstoffatomen wie Antipyrin bediirfen 
zur Veraschung ohne Stickstoffverlust einer vorangehenden krif- 
tigen Hydrolyse mit Jodwasserstoffsiure im Mikrobombenrobre. 

4, Diazoverbindungen kénnen nach diesem Reduktionsver- 
fahren mit Jodwasserstofisiure richtig analysiert werden, wenn 
die eingewogene Substanz durch Kupplung mit Phenol vom labilen 
Diazosystem in die bestiindige Azoform iibergefiihrt wird. 

5. Das Reduktionsverfahren mit Jodwasserstoffsiure schlieBt 
die Méglichkeit in sich, die Mikro-Kjeldahlbestimmung fiir simt- 
liche Verbindungen mit organisch gebundenem Stickstoff generell 
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anzuwenden. Alkalinitrate kénnen dagegen nach diesem Ver- 
fahren nicht richtig analysiert werden. 


Analysen. 


Pikrinsiure. Theorie: 18,35°/, N. 
5,139 mg Subst.; Verbrauch: 3,40 ccm n/50-Séure. Gef. 18,54°/, N 
2,873 mg, me 1,89 ccm io » a8, ,, 
a-Nitroso-f-Naphthol. Theorie: 8,09 °/, N. 
6,413 mg Subst.; Verbrauch: 1,89 cem n/50-Saéure. Gef. 8,25°/, N 
5,840 mg ,, » 1,71 ccm * — “ee so 


Methylrot. Theorie: 15,61°/, N. 
5,149 mg Subst.; Verbrauch: 2,89 ccm n/50-Sdure. Gef. 15,72°/, N 
4,547 mg ,, ” 2,57 com ” » 15,83 Vo ,, 


Diazoamidobenzol. Theorie: 21,32°/, N. (Substanz vor der Re- 
duktion in Phenol geldést). 
5,251 mg Subst.; Verbrauch: 3,95 ccm n/50-Siure. Gef. 21,07 °/, N 
4,165 mg ,, 3,20 eem 1 1 21,52 °/5 yy 


Hydrazinsulfat. Theorie: 21,53 °%/, N. 
4,643 mg Subst.; Verbrauch: 3,57 ccm n/50-Séiure. Gef. 21,54 °/, N 
3,051 mg sy, ” 2,35 ccm ” » 21,59 %) ,, 
2,4-Dinitrophenylhydrazon des Formaldehydes. 
Theorie: 26,67 °/, N. 
4,985 mg Subst.; Verbrauch: 4,76 ccm n/50-Siure. Gef. 26,75 °/, N 
4,i114mg_ ,, > 3,91 ecm » _~ Bene he 


2.4-Dinitrophenylbishydrazon des Methylglyoxales. 
Theorie: 25,94 °/, N. 

3,710 mg Subst.; Verbrauch: 3,40 ccm n/50-Siiure. Gef. 25,67 °/, N 

4,684 mg __,, - 4,31 ccm ‘ » 86,78 » 
Glucosazon. Theorie: 15,68 °/, N. 

5,104 mg Subst.; Verbrauch: 2,84 cem n/50-Siure. Gef. 15,59 °/, N 

6,338 mg, ss 8,54 com . » 15,64, ,, 
Benzaldehydsemicarbazon. Theorie: 25,77 %/, N. 

5,808 mg Subst.; Verbrauch: 5,39 ccm n/50-Siéure. Gef. 26,00°/, N 

5,955 mg__sy, y 5,50 ccm » 25,87, ,, 
Dimethylglyoxim. Theorie: 24,13 °/, N. 

4,073 mg Subst.; Verbrauch: 3,48 ccm n/50-Siure. Gef. 23,94 °/, N 

5,326 mg ” ” 4,61 ccm ” ” 24,25 %o ”? 
Antipyrin. Theorie: 14,90 °/, N. 

7,103 mg Subst.; Verbrauch: 3,85 cem n/50-Siure. Gef. 15,18 °/, N 

5,320 mgs, * 2,87 cem m » ai“, 
Nitroprussidnatrium. Na,Fe(CN),NO-2H,0O. Theorie: 28,21 °/, N. 

5,786 mg Subst.; Verbrauch: 5,80 ccm n/50-Sdure. Gef. 28,08 °/, N 

5,099 mg, . 5,20 cem : 28,57 %/, ,, 
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Uber die Struktur einfacher Nucleinsauren. III.) 
Die h- und t-Adenylsiure.*) 


Von 


H. Steudel. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Februar 1933.) 


Die Guanylsiiure, die man durch Spaltung der Hefenuclein- 
siure, am einfachsten nach der von mir’) angegebenen Methode, 
erhilt, hat sich in eingehenden Untersuchungen vollig identisch 
erwiesen mit derjenigen Guanylsiure’), die sich aus dem 
Hammarstenschen Pankreasproteid gewinnen Ilaft.  ,,[hre 
tertiiren Natriumsalze haben die gleiche Krystallform, die spezi- 
fische Drehung der sekundiren Natriumsalze ist die gleiche, und 
endlich ist die Hydrolysengeschwindigkeit der beiden Siuren, ge- 
messen an der Abnahme der optischen Aktivitit, die gleiche“.*‘) 
Auch die bei der Saéurespaltung destillierbaren Mengen Furfurol 
sind die gleichen.°) 

Die Adenylsiiuren verhalten sich anders. Von Embden und 
Schmidt®) sind die Unterschiede der h-Adenylsiiure und der 
t-Adenylsiiure in einer vergleichenden Ubersicht einander gegen- 
iibergestellt. Die beiden Siuren unterscheiden sich nach ihnen 
im Schmelzpunkt, in der Léslichkeit und in ihrem optischen 
Drehungsvermiégen. Ferner konnten Embden und Schmidt bei 
der Desaminierung der h-Adenylsiiure keine t-Inosinsiure erhalten; 
bei der Siurehydrolyse wurde aus der ¢-Adenylsiure sehr viel 
langsamer anorganische Phosphorsiure frei als aus der h-Siiure — 
endlich war die Menge Furfurol, die sich bei der Saiuredestillation 
bildet, bei der ¢-Siure sehr viel kleiner als bei der h-Siure. 





1) I. Mitteilung. E. Annau, Diese Z. 190, 222 (1930). Il. H. Steudel 
u. R. Wohinz, Diese Z. 200, 82 (1931). 

*) Als h-Siuren werden alle die einfachen Nucleinsiuren bezeichnet, 
die gleich gebaut sind der Adenylsiure, die zuerst in der Hefenucleinsiure 
aufgefunden worden ist; als ¢-Siiuren diejenigen, die der Muskeladenylsiure 
analog sind. 

*) H. Steudel u. E. Peiser, Diese Z. 120, 292 (1922). 

5) H.Steudel, Diese Z. 53, 539 (1907). H. Steudel u. P. Brigl, 
Diese Z. 68, 40 (1910). 

4) E. Annau, a. a. O. 5) H. Steudel u. R. Wohinz, a. a. O. 
6) Diese Z. 181, 130 (1929). 
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In einer friheren Mitteilung habe ich nun die Furfurolbildung 
bei den verschiedensten Nucleinsiituren und ihren Derivaten nach 
der Methode von Hoffman’) niher verfolgt und damals, weil 
mir keine t-Adenylsiure zur Verfiigung stand, die h-Adenylsiure 
in dieser Beziehung mit der f-Inosinsiure verglichen, Als ich 
mir dann gréBere Mengen von t-Adenylsiure aus méglichst 
frischem Rindfleisch nach Hahn’) darstellen wollte, habe ich 
nur ¢t-Inosinsiure erhalten.’) Jetzt ist aber t-Adenylsiiure im 
Handel zu haben, sie wird aus frischem Pferdefleisch nach einem 
Verfahren gewonnen, das von P.Ostern‘) beschrieben worden ist. 

Die Substanz ist ein weifes krystallinisches Pulver, das einen 
Schmelzpunkt von 195° (unkorr.) hat — auch nach mehrfachem 
Umkrystallisieren aindert sich der Schmelzpunkt nicht. Mit einer 
Probe der h-Adenylsiure am gleichen Thermometer  erhitzt, 
schmelzen beide gleichzeitig bei 195°, wahrend die aus beiden 
Kérpern gemischte Substanz bei 175° schmilzt. 


Die Analyse der bei 100° getrockneten Substanz gab folgende Zahlen: 
4,440 mg = 6,15 ccm n/100-Siiure = 19,40 °/, N (Kjeldahl) 


4,210 mg = 5,74 ccm . = 19.09 9, N » 
3,520 mg = 21,345 mg phosphormolybdiinsaures NH, = 8,81 °/, P (Lorenz) 
4,045 mg = 24,665 mg » » = 886%, P - 


C,,.H,,0;,N;P Ber. N 20,189, P8949, P:N=1:227 
Gef. P:N=1:2,17 


Das Verhalten der f-Adenylsiiure zu Wasser war folgendes: 


0,5074 g wurden in 50 ccm Wasser heif gelést, nach drei 
Tagen war bei Zimmertemperatur noch nichts auskrystallisiert, 
ebenso in einem zweiten Versuch, in dem aus einer Lésung von 
1,0085 g in 100 ccm nach drei Tagen nur Spuren sich ausge- 
schieden hatten. Parallelansiitze mit h-Adenylsiure unter den 
gleichen Bedingungen zeigten reichliche Krystallausscheidungen, 
trotzdem gerade die h-Adenylsiiure sehr schwer in Lésung geht 
und leicht iibersattigte Lésungen bildet. 

Beim Umkrystallisieren von 1,5 g t-Adenylsdure aus 10 ccm 
heiBem Wasser kamen 1,0 g freiwillig wieder heraus. 

Spezifische Drehung der ¢-Adenylsiiure: 

0,80- 48,3344 
[a]5° = ae ee 
1,0048 - 2+ 0,5074 





=— 37,93°, 





1) H. Steudel u. R. Wohingz, a. a. O. 

*) Z. Biol. 91, 315 (1931). 5) Diese Z. 211, 253 (1932). 

*) Biochem. Z. 2654, 65 (1932). Die Firma Dr. Georg Henning, 
Berlin-Tempelhof bringt die Substanz in den Handel. 
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Uber die Struktur einfacher Nucleinsduren. III. 


Spezifische Drehung der h-Adenylsiure: 


0,725+ 48,8441 
GRP se age = — 40,97° 


1,0038 - 2+ 0,4299 | 
— 41,78° (Steudel u. Peiser)') 
— 40,50° (Leven)’) 

Diese Unterschiede der beiden Adenylsiiuren sind also ver- 
schwindend gering und geniigen nicht, um eine schnelle Definition 
der einen oder anderen zu erhalten. Als ein bequemes und 
geeignetes Mittel erscheint mir die Verfolgung des optischen 
Drehungsvermégens bei der Séiurehydrolyse. Hier konnte schon 
Annau zeigen, daB der Verlauf der Spaltung bei der h- und 
der t-Guanylsiure voéllig gleich verlief. Setzt man solche Ver- 
suche mit den beiden Adenylsiiuren an, so ergibt sich folgendes: 


0,65 g h-Adenylsiure werden in Wasser hei8 gelést, erkalten lassen 
und auf 64 ccm gebracht, dann wird 1 ccm kongentrierte HCl zugesetzt 
und im 10cm-Rohr bei 20° polarisiert. 

Abgelesener Winkel sofort = — 0,438° 
nach 10 Min. Kochzeit = — 0,313° 
nach weiteren 5 Min. 1” =— 0,25° 
- ~ 5 Min. ‘ = — 0,175° 
0,65 g t-Adenylsiiure wird ebenso wie A-Siure behandelt. 
Abgelesener Winkel sofort = — 438° 
nach 10 Min. Kochzeit = — 0,00 
nach weiteren 5 Min. * = — 0,00 
- am 5 Min. " = — 0,125° 

Die t-Inosinsiure verhilt sich vollkommen wie die t-Adenyl- 
sdure. 1,155 g t-inosinsaures Ba = 0,65¢ t-Inosinsiiure werden 
mit der berechneten Menge H,SO, gefallt, vom BaSO, zentrifugiert 
und dann in Natriumsalz verwandelt. Das Gesamtvolumen der 
endgiiltigen Lésung betriigt 78,37 ccm. Weiter wie die t-Adenyl- 
siure behandelt: 





Abgelesener Winkel sofort = — 0,603° 
nach 10 Min. Kochzeit = — 0,151° 


nach weiteren 5 Min. »  =-— 0,00 
- si 5 Min. »  =— 0,00 
, im , =+1,58° 


9 

Bei der Pentosenbestimmnng nach Hoffman erhilt man 
bei der t-Adenylsiure: 

16,010 mg, mit 10 ccm 20°/,igem HCl destilliert, 1,874°/, Furfurol 
= 6,78 °/, der berechneten Menge. 

15,665 mg mit 10 ecm 20°/,igem HCl destilliert = 3,19°/, Furfurol 
= 11,54°/, der berechneten Menge. 

Da8 das unterschiedliche Verhalten der beiden Adenylsiuren 
durch die verschiedene Bindung der Phosphorsiure an das Kohlen- 


hydrat bedingt ist, dariiber herrscht allgemeine EHinigkeit. 
1) Diese Z. 127, 265 (1923). *) J. of biol. Chem. 41, 483 (1920). 
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80 H. Steudel, Uber die Struktur einfacher Nucleinsiuren. III. 


Ubersicht iiber die Furfurolwerte der einfachen Nucleinsiuren 
und ihrer Derivate. 








| Furfurol 


| 
| 


ae o/ 
| Berechnet | Gefunden 
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h-guanylsaures Natrium ... | 22,38 14,27 





| 

| 68,26 
t-guanylsaures Natrium .. . | 22,38 16,52 | 73,82 
ctitsch -sosovansit tt, a, ae 21,72 | 68,12 
h-Adenylsiure. . . . . . . | 2765 15,84 | 57,29 
h-inosinsaures Barium... . 15,52 10,49 | 67,59 
t-Adenylsiiure . . . ... . | 21,65 2,53 9,16 
t-inosinsaures Barium ... . 15,52 | 1,65 | 9,76 
ee is ee ee) ee 
t-Triacetylinosin . . . . . . | 22,74 | 16,26 | 71,65 


Nun ist von Klimek und Parnas?) angegeben, daB die 
t-Adenylsiiure ein komplexes Kupfersalz bildet, die h-Adenylsiure 
aber nicht. Diese Beobachtung wird als Stiitze dafir heran- 
gezogen, daB in der ¢-Adenylsiiure zwei Hydroxylgruppen des 
Kohlenhydrates benachbart seien. Auch Lohmann?) zieht die 
Bildung eines komplexen Kupfersalzes bei seiner Adenylpyro- 
phosphorsiure als Beweis fiir die Existenz ,korrespondierender“ 
Hydroxylgruppen im Kohlenhydrat heran. 

Die Stellung der Hydroxylgruppen im Molekiil mag schon 
richtig sein, nur ist das Verhalten der Kupfersalze kein Beweis 
dafiir. Ich habe die Reaktion niher untersucht und erstens keinen 
Unterschied im Verhalten der ¢- und h-Adenylsiure gefunden. 
Beide geben mit CuSO, in neutraler Lésung einen Niederschlag, 
der sich in itiberschiissigem Alkali mit tiefblauer Farbe lést. Auch 
in der von Klimek und Parnas angegebenen Form fiallt die 
Reaktion bei beiden Siuren gleich aus. Dann aber verhalten 
sich vollkommen ebenso Hefenucleinsiure, h- und t-Guanylsaure, 
t-Inosinsaiure, Harnsiure, Guanin, Adenin, Xanthin, Hypoxanthin, 
Cytosin, Uracil, Thymin, 4-Methyluracil, Methylsulfouracil, Hydro- 
uracil, Methylimidouracil, Theobromin, Veronal, Kreatin. Negativ 
verhielt sich z. B. Harnstoff. Die Reaktion kommt also nicht 
nur manchen Kohlenhydraten zu, sondern auch einer groBen 
Reihe von Purin und Pyrimidinderivaten. 


Die Durchfiihrung der Arbeit wurde mir erméglicht durch 
Mittel, die mir die Notgemeinschaft der deutschen Wissen- 
schaft zur Verfiigung stellte. Auch an dieser Stelle spreche 
ich ihr dafiir meinen besten Dank aus. 


1) Biochem. Z. 252, 392 (1982). *) Biochem. Z. 264, 387 (1932). 
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LaBt sich die van Slykesche Methode der Aminostickstoff- 
bestimmung bei Derivaten von Gallensiuren anwenden? 


XXXVIII. Mitteilung zur Kenntnis der Gallensiuren. 
Von 


Martin Schenck und Johannes Reschke. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterindr-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Februar 1933.) 


In friiheren Mitteilungen sind wiederholt Aminoverbindungen 
beschrieben worden, die von Gallensiuren sich ableiten und die 
nach der Methode von van Slyke auf Aminostickstoff, z. T. auch 
nach van Slyke-Plimmer auf Amidstickstoff gepriift wurden. 
Dabei war stillschweigend vorausgesetzt worden, daB sich die van 
Slykesche Methode, die fir KiweiBaminosiuren ausgearbeitet 
worden ist, auch auf Aminosiuren aus der Gruppe der Gallen- 
siiuren iibertragen liBt. Die friiher erhaltenen Resultate sprachen 
auch nicht gegen eine solche Annahme, neuerdings sind aber 
Beobachtungen gemacht worden, die sich mit dieser Voraus- 
setzung nicht in Kinklang bringen lassen. 

Lagert man die Oximinoaminosiure C,,H,,N,O, (I) mit heiSer 
Schwefelsiure um, so erhilt man 2 Produkte, von denen das eine, 
nur in sehr geringer Menge resultierende (es soll im folgenden 
mit B bezeichnet werden), als Diaminoverbindung aufgefaSt und 
— unter Vorbehalt — mit der Strukturformel II belegt wurde.’) 
Bei der van Slyke-Analyse (Dauer: 3 Stunden 20 Minuten) gab 
nimlich der Kérper B eine Stickstoffmenge, die 96°/, des von 
2 Aminogruppen geforderten Wertes ausmachte. Als der Versuch 
jetzt mit von neuem hergestelltem Material wiederholt wurde, erhielt 
man nach 3 Stunden 20 Minuten 112°/,, nach insgesamt 24 Stunden 
mindestens 137°/, Stickstoff. Ferner wurde die von Isobiliansiure 
sich ableitende Aminoketotetracarbonsiure C,,H,,NO, (III) in Ge- 
stalt ihres Hydrochlorids einer van Slyke-Analyse unterworfen. 


') Diese Z. 211, 88 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVI. 
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Bei friiheren Bestimmungen') hatte man zu wenig Stickstoff ge- 
funden (bis zu 25°/, d. Th., Versuchsdauer: 10—20 Minuten). Jetzt 
erhielt man bei etwa 3stiindiger Versuchsdauer 228°/, und, als 
der Versuch noch weitere 21 Stunden fortgesetzt wurde, mindestens 
288°/, Stickstoff. Bei einer zweiten, unter gleichen Bedingungen 
ausgefiihrten Bestimmung waren die Zahlen: 229 bzw. 295. In 
einem Falle wurde das Gas untersucht?): es erwies sich als reiner 
Stickstoff, dem nur eine ganz geringfiigige Menge Sauerstoff, 
beigemischt war. Der iiberschiissig entwickelte Stickstoff muf 
natiirlich aus der salpetrigen Siure stammen und man wird sich 
vorzustellen haben, daB zuniichst in regulirer Reaktion die Amino- 
gruppe durch die Hydroxylgruppe ersetzt wird, daB dann aber 
die gebildete Oxysiiure die salpetrige Saéure reduziert und zwar 
bemerkenswerterweise z. T. bis zu Stickstoff. Was aus der ur- 
spriinglichen Aminosiure wird, bleibt noch festzustellen. 

In der Literatur liegen Angaben vor, daB man bei einzelnen EiweiB. 
aminosiuren (Glycin, Cystin) nach dem van Slykeschen Verfahren etwas 
héhere Werte, als theoretisch zu erwarten sind, findet. Auch reagieren 
einzelne Dipeptide (Glycylglycin, Leucylisoserin) teilweise mit ihrer amid- 
artig gebundenen Iminogruppe.*) Unter besonderen Bedingungen (Gegen- 
wart freier Mineralsiiure) entwickeln auch solche Verbindungen Stickstoff, 
die urspriinglich keine Aminogruppen enthalten, bei denen diese vielmehr 
erst unter dem Einflu8 der Mineralsiure durch Umlagerung sich bilden.*) 
L. Rosenthaler') hat eine Anzahl N-haltiger Stoffe, in denen der Stick- 
stoff in verschiedener Weise gebunden ist, nach dem Verfahren von van 
Slyke gepriift; von den Ergebnissen dieser Priifung ist u. a. bemerkens- 
wert, daB die Pyrazolonderivate Antipyrin und Pyramidon eine gewisse 
Menge Stickstoff liefern. Enorm hohe Gasmengen erhielt Plimmer (a. a. O.) 
bei der Untersuchung von Semicarbazid (bis zu 234°/,) und Hydrazin (bis 
zu 274°/,), das iiberschiissige Gas ist hier nach Plimmer wahrscheinlich 
auf eine Reduktion von salpetriger Siiure durch Hydrazin zuriickzufiihren. 
Ob es sich in diesen Fillen um reinen Stickstoff gehandelt hat, ist an- 
scheinend nicht festgestellt worden. 


Aus unseren Beobachtungen geht hervor, daB die van Slyke- 
sche Methode bei Aminosiuren aus der Gruppe der Gallensiuren 
unsicher bzw. unbrauchbar ist. Damit soll natiirlich nichts gegen 





1) Diese Z. 189, 94, 95 (1930). 

2) Fiir die Ausfiihrung der Gasanalyse sind wir Herrn Dr. L. Wolf 
von der Chemisch-technologischen Abteilung Leipzig (Vorstand: Prof. 
Rassow) zu Danke verpflichtet. 

*) Vgl. die einschligigen Handbiicher. 

*) R. H. A. Plimmer, J. chem. Soc. Lond. 127, 2651 (1925). — 
A. Hynd u. M. G. Macfarlane, Biochemic. J. 20, 1264 (1926). 

5) Biochem. Z. 207, 298 (1929). 
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den Wert der Methode bei der Untersuchung von KHiweiSamino- 
siuren gesagt werden, unsere Versuche mahnen aber zu groBer 
Vorsicht, wenn die Methode auf Aminosiiuren aus anderen KGérper- 
klassen iibertragen werden soll. 

Es erhebt sich nun die Frage, ob die in den friiheren 
Mitteilungen beschriebenen Aminoverbindungen hinsichtlich ihrer 
Formulierung durch die neue Feststellung Anderungen erfahren. 
Untersucht wurden bisher nach dem van Slykeschen Verfahren 
10 Verbindungen. Von diesen diirften 5, nimlich die beiden 
Aminotetracarbonsiiuren, die von Desoxybiliansiure und Isodesoxy- 
biliansiure sich ableiten, die aus Isobiliansiure-oximlactam hervor- 
gehende Aminoketotetracarbonsiure (vgl. oben), die Aminonitril- 
siure O,,H,.N,O,, (@-Verbindung) und die Aminoamidsiure 


24°36 
C,,H,,N,0,, in ihren Formeln unverindert bleiben, da diese auch 


durch. andere Beobachtungen gestiitzt sind.') Eine sechste nach 
van Slyke gepriifte Substanz ist das Produkt, das durch Um- 
lagerung aus der eben erwahnten Aminonitrilsiure C,,H,,N,0,, 
(a-Verbindung) entsteht und als f£-Verbindung bezeichnet wurde. 
Abgesehen davon, daB die #-Siure ein Isomeres der «-Siiure dar- 
stellt, ist iiber die Natur der ersteren noch nichts Sicheres be- 
kannt, vermutlich handelt es sich um Stereoisomerie’), bedingt 
durch verschiedene riiumliche Gruppierung der Liganden an dem 
die Nitrilgruppe tragenden Kohlenstoffatom. Die iibrigen vier 
nach der van Slykeschen Methode untersuchten Stoffe leiten sich 
von der Oximinoaminosdure C,,H,,N,O, (1) ab. Unter der Kin- 
wirkung alkalischer Permanganatlésung bildet sich aus der Ox- 
iminoaminosiure I ein Produkt, fiir das als eine mégliche Formel 
das Struktursymbol IV aufgestellt worden war.*)  Stickstoff- 
bestimmungen nach van Slyke-Plimmer schienen namlich dafiir 
zu sprechen, daB auBer der Aminogruppe noch eine Siureamid- 
gruppe in der Substanz enthalten ist. Nach den eingangs er- 
wihnten Feststellungen ist aber jetzt mit der Méglichkeit zu 
rechnen, daB das ,,Oxydationsprodukt“ Nitrilstickstoff enthalt und 
daB der Sauerstoff der Siureamidgruppe dann in anderer Weise 
untergebracht werden mu. Durch heibe Schwefelsiiure entstehen 
aus dem Kérper I zwei mit diesem isomere Produkte, von denen 
das Hauptprodukt mit A bezeichnet werden soll. Von dem Neben- 
produkt B war oben schon die Rede; es kénnte sich bei diesem 





1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 166, 142 (1927); 172, 159 
(1927); 177, 283, 284 (1928). — M. Schenck, Diese Z. 205, 76 (1932). 

2) Diese Z. 191, 91 (1930). 8) Diese Z. 211, 88 (1932). 
6* 
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Stoff nach wie vor um eine Diaminoverbindung (vgl. Formel IJ) 
handeln, wahrscheinlicher ist dann aber, daf sich die aus der 
NOH-Gruppe entstandene Aminogruppe nicht in e«-Stellung zum 
Carbonyl, sondern an einem anderen Kohlenstoffatom befindet. 
Es besteht aber jetzt auch die Méglichkeit, daB in dem Kérper B 
eine Lactamaminosiure von der Formel V oder VI vorliegt. 
Kinen Anhalt zur Entscheidung der Frage: Diaminosiiure oder 
Lactamaminosiure wiirde die Titration ohne und mit Formol 
(vel. unten Produkt A) liefern, die nachgeholt werden soll, sobald 
von dem schwer zuginglichen Stoff B eine geniigende Menge zur 
Verfiigung steht. Das Hauptprodukt A war als Lactamaminosiure 
aufgefaBt worden, der man die Strukturformel VI oder V zu- 
erteilen kann. Auffallend war, dafi der Kérper A bei der van 
Slyke-Analyse eine gréBere Menge Stickstoff lieferte, als einer 
Aminogruppe entspricht. Da bei der fiir die Analyse benutzten 
Probe zufallig eine mikroskopische Priifung und eine Schmelz- 
punktsbestimmung unterblieben waren, glaubte man an eine Bei- 
mengung von B. Oftmals wiederholte Darstellungen der beiden 
Stoffe A und B, wobei die einzelnen Krystallisationen jedesmal einer 
mikroskopischen Durchmusterung unterzogen wurden, haben aber 
ergeben, daB das seinerzeit fiir die van Slyke-Bestimmung ver- 
wendete Priparat einheitlich gewesen sein mu8 und der zu hohe 
Stickstoffwert daher in anderer Weise erklirt werden muB (Reduk- 
tion von salpetriger Siure). Dafiir sprechen auch neue van Slyke- 
Analysen, die mit umkrystallisiertem Material ausgefiihrt wurden. 
Auch Titrationen ohne und mit Formo! rechtfertigen die Annahme, 
da8 in dem Kérper A eine Lactamaminosiure vorliegt. 

Kocht man die Verbindung A lingere Zeit mit 20°/, iger 
Salzsiiure, so entsteht eine neue Substanz, die sich von A durch 
ihre Léslichkeitsverhiltnisse und durch den Zersetzungspunkt 
deutlich unterscheidet. In dem neuen Stoff vermutete man zu- 
nichst eine Diaminopentacarbonsiure, entstanden durch Auf- 
spaltung des Lactamringes; zu Orientierungszwecken vorgenommene 
van Slyke-Bestimmungen ergaben aber eine verhiltnismiBig ge- 
ringe Stickstoffmenge.’) Die weitere Untersuchung des noch nicht 
in ganz reinem Zustand erhaltenen Kérpers hat es denn auch 
durchaus wabhrscheinlich gemacht, daB bei dem Kochen mit Salz- 
siure eine Aufspaltung des Lactamringes nicht erfolgt, vielmehr 
lediglich eine Isomerisation eintritt. Diese Resistenz des Lactam- 
ringes wiirde ihr Analogon haben in dem Verhalten des Bilioban- 





1) Diese Z. 207, 267 (1932). 
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siure-lactams. Diese Verbindung existiert in zwei verschiedenen 
Formen, von denen die eine beim Kochen mit Salzsiure in die 
andere iibergeht.') Aber auch bei lingerem (6-stiindigem) Kochen 
mit Salzsiure tritt eine Aufspaltung des Lactamringes anscheinend 
nicht ein (unveréffentlichte Beobachtung). 

Den folgenden Strukturbildern ist die neue Cholsiureformel 
von Rosenheim und King bzw. von Wieland und Dane zu- 
grunde gelegt.”) Die Klammer bedeutet den AnschluB des Restes 
C,H,,-COOH. Die Stellungen der NH,-Gruppe und der gleich- 
zeitig mit ihr aus cinem Lactamring hervorgegangenen COOH- 
Gruppe sind hypothetisch, beide Gruppen miissen unter Umstiinden 
ihre Plitze tauschen. Vor kurzem sind von R. Criegee*) neue 
Versuche mitgeteilt worden, nach denen der die Doppelbindung 
im Cholesterin tragende Ring, also in Formel I der Ring, an dem 
die NOH-Gruppe haftet, ein Finfring sein soll. Die Versuche 
von Criegee diirften aber in anderer Weise zu deuten sein, denn 
die von ihm gepriiften Glykole sind offenbar nicht di-sekundire, 
sondern sekundir-tertiare Verbindungen, in denen eine Hydroxyl- 
gruppe an einem zwei Ringen gemeinsamen Kohlenstoffatom steht.*) 
In solchen Fallen diirfte sich aber ein Sechsring im Sinne der 
von Criegee aufgefundenen GesetzmiBigkeiten wie ein Fiinfring 
verhalten bzw. einen Fiinfring vortiuschen. Auf diese Frage 
kann hier nicht naiher eingegangen werden, es ist nur noch darauf 
hinzuweisen, daB das ganze chemische Verhalten des bezeichneten 
Ringes durchaus gegen die Gliederzahl 5 spricht. 


crs HOOC 
Bia 
NH, Cc NH, OC 
| | 
CH, CH, 
| | 
CH, CH, CH C CH, CH, CH C 
I a. S ee ee 
H oC if CH, C CH 
| | | 
| | 
| | 
COOH CH ae NOH COOH oo 
< at. 
(ou Mii, COOH CH-NH, 
Oximinoaminosiure, C,,H,,N.0,. Diaminoketosiiure, C,,H,,N,0,. 





1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 186, 276 (1930). 
2) Vgl. Diese Z. 214, 42 (1933). 8) Ber. chem. Ges. 65, 1770 (1932). 
4) A. Windaus, Diese Z. 213, 147 (1932). 
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Beschreibung der Versuche. 


Umlagerungsprodukte A und B. Die Bereitung dieser beiden 
Stoffe geschah nach den friiher gemachten Angaben.') Der Kérper A 
(Tafeln vom Zersetzungsp. 258°) wird bei dieser Arbeitsweise 
sofort in einheitlicher Form erhalten und das Produkt B (Nadeln 
vom Zersetzungs. 226° kommt immer erst ganz allmahlich 
bei mehrtigigem Stehen aus dem Filtrat von A heraus. Da- 
bei kann es vorkommen, da® die erste Abscheidung undeutlich 
krystallinisch und gelblich gefirbt ist und am Boden des Kélb- 
chens haftet, sie ist dann nach mehreren Stunden abzufiltrieren 
(unter Umstinden mu8 dies auch mit einer zweiten Abscheidung 
Das neue Filtrat liefert dann die farblosen Nadeln 
der Verbindung B. Hat man sie nach 2—3 Tagen abgesaugt, so 
gibt die sania beim weiteren Stehen oder nach dem Ein- 


1) Diese Z. 200, 41 (1931); 211, 88 (1932). 





a a. on at beet bel Af 











van Slyke sche Methode d. Aminostickstoff best. bei Deriv.v.Gallensiiuren. 87 


engen auf dem Dampfbad wieder weniger reines Material. Die 
Ausbeute an der reinen Verbindung B betragt nur etwa 1°/, der 
eingesetzten Oximinoaminosdure, bei dem Produkt A schwankt 
sie (im Mittel etwa 12°/)). 


Der Kérper A wurde fiir die van Slyke-Bestimmungen und Titrationen 
in der friiher beschriebenen Weise umkrystallisiert, man erhielt ihn so in 
Gestalt von glashellen, dicken Tafeln bzw. kompakten Krystallen mit 
spiegelnden Flichen. Zersetzungsp. 258°. Fiir die van Slyke-Analysen 
wurde wie friiher der Apparat benutzt, den van Slyke im Abderhalden- 
schen Handbuch der Biochemischen Arbeitsmethoden') beschrieben hat. 
Die bei 120° getrockneten Proben wurden mit je 5 ccm Eisessig gelinde 
erwirmt, sie lésten sich nicht vollstindig und wurden durch die Einfiillungs- 
biirette in das ReaktionsgefiB gebracht, Nachspiilen mit je 5 cem Eisessig 
in einzelnen Portionen. Im Reaktionsgefi® trat klare Lésung ein. Bei 
Probe I betrug die Versuchsdauer 6 Stunden, bei II 24 Stunden. Schiitteln 
nur am Ende des Versuchs 5 Minuten lang. Die Berechnung des theore- 
tischen Wertes ist so zu verstehen, daB die Stickstoffmenge die aus einer 
NH,-Gruppe und der dquivalenten Menge salpetriger Siure maximal sich 
bilden kann, mit 100°/, angesetzt wurde. Die Zahlen beziehen sich auf 
feuchten Stickstoff, die blinden Werte sind jedesmal schon abgezogen. 

I. 0,1229 g Subst. lieferten 8,5 cem N (13,5°, 764,6 mm): ber. 5,85 cem N. 
II. 0,1167 g Subst. lieferten 9,1 cem N (13,5°, 769,5 mm); ber. 5,52 ccm N. 
Gef. I. 145,3%, IL. 159,4°/,. 

Fiir die friiher*) ausgefiihrten Bestimmungen ergeben sich nach der 
neuen Berechnungsart 129,9 und 132,8°/,. Die Versuchsdauer hatte bei 
diesen Bestimmungen 38 Stunden betragen. 

Fiir die Titrationen wurde die bei 120° getrocknete Substanz in wenig 
Wasser aufgeschwemmt und mit 10 Tropfen einer 1°/, igen alkoholischen 
Phenolphthaleinlésung versetzt; nach dem Austitrieren (I) gab man 10 ccm 
Formaldehydlésung (D. A. B. VI) hinzu, lieB im verschlossenen GefaB 
1/, Stunde stehen und titrierte von neuem (Ia). Die zur Neutralisation der 
zugesetzten Formaldehydlésung erforderliche Menge Natronlauge ist schon 
abgezogen. Probe II stand nach dem Formolzusatz 1 Stunde (IIa). Die 
Umschlige waren nicht scharf. 

I. 0,1205 g Subst. verbrauchten 8,19 ccm n/10-NaOH; gef. 30,59°/, COOH 


Ia. 0,1205¢ _,, ‘s 9,15 ccm n/10-NaOH; gef. 34,18°/, COOH 
I. 0,13820¢g SC, ‘ 8,79 ccm n/10-NaOQH; gef. 29,98°/, COOH 
IIa. 0,1320 g ___s,, . 9,95 cem n/10-NaOH; gef. 33,93°/, COOH. 


C,,H,;,N,0, Ber. 3Carboxylgruppen: 27,09°/, COOH; 
4Carboxylgruppen: 36,12°/, COOH. 

Da es sich bei dem Kérper A um eine Lactamaminotetra- 
carbonsiure handelt, geht aus den Titrationen hervor, da8 bereits 
ohne Formol die vierte, unter dem Einflu8 der Aminogruppe 
stehende Carboxylgruppe teilweise mitreagiert, daB aber Formol- 
zusatz diese Gruppe in gré8erem Umfang in die Erscheinung treten 


1) VI. Bd., 8. 278 (1912). ?) Diese Z. 207, 273 (1932). 
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la8t, wenn auch unter den eingehaltenen Bedingungen der volle 
Wert fiir 4 Carboxylgruppen nicht erreicht wird. Zum Vergleich 
sei auf die friiher mit der Muttersubstanz des Kérpers A, der 
Oximinoaminosiure C,,H,,.N,O, (Formel I) ohne und mit Formol- 
zusatz ausgefiihrten azidimetrischen Bestimmungen hingewiesen.’) 

Die Bereitung des durch 6 stiindiges Kochen mit Salzsiure 
aus dem Kérper A entstehenden Produktes ist friiher beschrieben 
worden.”) Das Priparat wurde auch diesmal nicht krystallisiert er- 
halten, es war im tibrigen aber von guter Beschaffenheit. Zersetzungs- 
punkt etwa 238°. Bei der Elementaranalyse*) des bei 100° im 
Vakuum getrockneten Stoffes hinterblieb eine minimale Menge 
eines unverbrennlichen Riickstandes, iiber dessen Natur wir nichts 
Sicheres aussagen kénnen. Méglicherweise handelte es sich um 
Kieselsiure. Zieht man den Riickstand von den eingewogenen 
Substanzmengen ab, so ergeben sich die nebengesetzten Werte; 
fiir die Stickstoffbestimmung ist der Riickstand errechnet. 

4,400, 4,984, 4,695 mg Subst.: 9,170, 10,510, 9,875 mg CO,, 3,030, 
3,460, 3,240 mg H,O. — 5,970 mg Subst. lieferten 0,282 cem N (21°, 749 mm). 


C.,H;,N,0, Ber. C 57,80 H 7,68 N_ 5,62 
C,,H,,N,0,, Ber. ,, 55,79 » 31 » 5,48 
Gef. ,, 56,86, 57,58 » 401, 181 » dD 41, 5,45 
Gef. ,, 57,58, 57,92  ,, 1,77, 7,82 
Gef. ,, 57,38, 57,76. ,, 7,72, 7,77. 


Bei einer frither ausgefiihrten Makrostickstoffbestimmung hatte 
man 5,64°/, N gefunden.?) Die Analysenzahlen sprechen also dafiir 
daB bei dem Kochen mit Salzsiure eine mit dem Ausgangsmate- 
rial gleich zusammengesetzte Substanz entsteht, eine Aufspaltung 
des Lactamringes also nicht erfolgt. Es wird zu versuchen sein, 
ob sich eine solche Aufspaltung unter anderen Bedingungen (Ein- 
schmelzrohr, héhere Temperatur) erzielen liBt. DaB beim Kochen 
mit Salzsiure der Lactamring intakt bleibt, darauf deuten auch 
Titration mit Formol und van Slyke-Bestimmungen hin. Wire 
eine Diaminopentacarbonsaure entstanden, sollte man einen stirkeren 
Einflu8 des Formols und héhere Stickstoffwerte erwarten. Trocknen 
der Substanz bei 120° I. ohne, Ia mit Formol (nach 1 Stunde). 





1) Diese Z. 104, 287, 288 (1919). Die Oximinoaminosiure ist hier noch 
irrtiimlich als Biliansiureisoximaminocarbonsiure bezeichnet, ein Name, der 
auf den Kérper A (Lactamaminosiure) zutrifft. 

2) Diese Z. 207, 273, 274 (1932). 

8) Die Mikroanalysen verdanken wir dem Physiologisch-chemischen 
Institut Leipzig. 
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I, 0,1240g Subst. verbrauchten 7,39ccm n/10-NaOH; gef. 26,83°/, COOH. 
Ia. 0,1240 g Subst. verbrauchten 8,24 ccm n/10-NaOH; gef. 29,91 °/, COOH. 


C.,H,,N,0, Ber. 3 Carboxylgruppen: 27,09°/, COOH; 4 Carboxylgruppen: 
36,12°/, COOH. 

Bei den friiher ausgefiihrten van Slyke-Analysen!) waren 
der Berechnung 2 Aminogruppen der Formel C,,H,,N,O,, zugrunde 
gelegt worden. Rechnet man auf eine Aminogruppe der Formel 
C,,H,,N,O, um, so erhalt man als gefundene Werte 72,40 und 
73,03°/, N (Versuchsdauer 3 Stunden). Bei einer neuerdings aus- 
gefiihrten Bestimmung wurde nach 6'/, Stunden abgelesen ([), hier- 
auf der Hahn des Gefiisses, durch das Kisessig und Nitritlésung 
eingeftillt werden, wieder geschlossen und die Verbindung nach 
der Gasbiirette wieder hergestellt. Der Versuch ging dann noch 
etwa 18 Stunden weiter (fa). Da der eben bezeichnete Hahn 
wihrend der Ablesung geéffnet war und beim Stehen iiber Nacht 
die Gasbiirette sich ganz mit Gas gefiillt hatte, so daB dieses lang- 
sam nach aufen entwich, ist der zweite Wert (Ia) ein Mindestwert. 

I. 0,1214 g Subst. gaben 5,23 cem N (12,5°, 756,6 mm); ber. 5,82 cem N. 
Ia, 0,1214 g Subst. gaben 5,30 ccm N (Temperatur und Druck ungefihr wie 
am Vortag); ber. 5,82 cem N. 

Gef. I: 89,86 °/,; Ia: 91,07°/.. Berechnung auf eine NH,-Gruppe(C,,H,,N,0,). 

Die auf die oben (S. 86) beschriebene Weise erhaltenen 
Nadeln des Kérpers B wogen zusammen etwa 0,12 g (umgelagert 
wurden 12 g Oximinoaminosiure in Portionen zu je 2g), Zer- 
setzungsp. 226°. Die van Slyke-Analyse gestaltete sich in der 
gleichen Weise, wie beim zuletzt beschriebenen Versuch. 1. Ab- 
lesung nach 3 Stunden 20 Minuten, 2. Ablesung nach 24 Stunden. 

0,0967 g Subst. gaben 10,39 bzw. 13,0 ccm N (14°, 762,7 mm); ber. 
9,25 cem N. 

Gef. 112,3 bzw. 137,3°/,. Berechnung auf zwei NH,-Gruppen (C,,H,;,N,0,). 

Aminoketotetracarbonsaure C, ,H,,.NO, (Formel III). Das Hydro- 
chlorid der Aminosaiure wurde nach den in der 19. Mitteilung’) ge- 
machten Angaben bereitet. Zersetzungsp. 252°. Trocknen bei 120°. 

Dumassche Stickstoffbestimmung: 0,1340g Substanz lieferten 3,1cem N 
(10°, 770,4 mm). 

C,,H,.NO,Cl1 Ber. N 2,69  Gef. N 2,83. 

Bei der Stickstoffbestimmung nach van Slyke wurden wie oben 
2 Ablesungen vorgenommen, die erste nach reichlich 3, die zweite nach 
24 Stunden. 

1) Diese Z. 207, 274 (1932). 

2) Diese Z. 175, 143, 144 (1928). Wegen der Formel vgl. Diese Z. 177, 
283, 284 (1928). 
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0,1355 g Subst. gaben 14,32 bzw. 18,10 cem N (12,5°, 749,8 mm); ber. 
6,28 com N. Gef. 228,0 bzw. 288,2°/,. 

0,1321 g Subst. gaben 13,49 bzw. 17,35 cem N (10% 771,9 mm); ber. 
5,88 com N. Gef. 229,4 bzw. 295,1°/,. Berechnung wie oben (S. 87) 
(C,,H,,NO,C)). 


Eine Titration des Hydrochlorids ergab einen mit friiher gefundenen 
Zahlen iibereinstimmenden Wert. Zusatz von Formaldehydlésung erhéhte 
den Wert nur unbedeutend. 


0,1154 g Subst. verbrauchten 8,84ccm und nach Formolzusatz (10 cem, 
nach 1 Stunde) 8,99 ccm n/10-NaOH. 
C,,H,,NO,Cl Ber. 4 Aquivalente: 8,88; 
5 Aquivalente: 11,10 cem n/10-NaOH. 


DaB Formol hier wenig wirksam ist, erinnert an das Ver- 
halten der von Desoxybiliansiure sich ableitenden Aminotetra- 
carbonsdure C,,H,,NO,%), die auch bei der Titration von Formalin 
nur wenig beeinfluBt wird. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, 
die dem einen von uns (Sch.) zur Ausfiihrung der vorstehenden 
Untersuchung Geldmittel zur Verfiigung stellte, danken wir hierfiir 
verbindlichst. 


1) Diese Z. 166, 151, 152 (1927). 








Untersuchungen tiber die Konstitution der Gallensauren. 
L. Mitteilung. 
Uber den Aufbau des Gesamtgeriistes und iiber die Natur von Ring D. 


Von 


Heinrich Wieland und Elisabeth Dane. 



















(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Februar 1933.) 








In dem von uns vertretenen Strukturbild der Gallensauren (I) 
sind unserer Meinung nach die Beziehungen zwischen den Ringen A 
und B hinreichend geklart, wenn auch der direkte Beweis fiir die 
an C,, angenommene Methylgruppe noch aussteht. Obwohl die 
zablreichen Beobachtungen, die iiber die gegenseitigen Bindungs- 
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verhiltnisse der Ringe B, C und D vorliegen, keinen Kinwand 
gegen diese Formel enthalten, obwohl namentlich die oxydative 
Aufspaltung der Ringe A, B und © zu den beiden Hexacarbon- 
siuren C,,H,,0,, [Solanellséure)] und C,,H,,0,, [Biloidansaure?)] 
vortrefflich in ihr zum Ausdruck kommt, haben wir es doch fiir 





1) H. Wieland u. W. Schulenburg, Diese Z. 114, 167 (1921). 
*) H. Wieland u. O. Schlichting, Diese Z. 128, 213 (1922). 
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notwendig gehalten, den Ring C — Ring II der alten Formel — 
nochmals einer griindlichen experimentellen Priifung zu unterziehen. 
Wir haben uns entschlossen, den gemeinsam mit Th. Posternak!}) 
von der 12-Ketocholansiure (II) aus begonnenen Abbau fortzusetzen, 
mit dem Ziel, durch stufenweise Lisung der die mittleren Ringe 
zusammenhaltenden Bindungen diese beiden Ringe (B und 0) zu 
éffnen und schlieBlich die Sprengung der Molekel in einfache 
Bestandteile zu bewirken. 

In der angefiihrten Abhandlung ist man durch Bromierung 
der Siure II zu der an C,, bromierten Verbindung, durch deren 
Hydrolyse zur 11- Oxy-12-ketosiiure (IIT) und von hier aus durch Oxy- 
dation mit Permanganat zu einer Keto-dicarbonsiure C,,H,,0, (IV) 
gelangt. Die Siure IV hat sich wieder ziemlich glatt bromieren 
lassen, aber die Abspaltung des Broms mit Alkali fihrte nur 
teil weise zu der gewiinschten Oxy-keto-dicarbonsiure C,,H,,O, (V); 
daneben erhielt man eine ungesittigte Keto-dicarbonsiure, die 
wegen der Unsicherheit der Lage der Doppelbindung nicht weiter 
verwertet wurde. Dagegen gelang es durch Oxydation mit Chrom- 








C,H,+CO,H C,H,-CO,H 
HO,C ee Ho'@ OHs! 
: | 
ea ‘fey 
Pee. CH; 2 
/“C0,H canal 
ws 2 
_ <n 2) re w% 
| | a A | % 
ig a yale ig ae H, 
Vv " - 
C,H,-CO,H 
—a CH; 60,4 
HO,C. aan 
Vil is vit? E 
3 5) 
14 eer “hr Me 
HO,C CH,—CO,H 


siure, und zwar in der Kilte, die Siure V in eine Keto-tricarbon- 
siure C,,H,,0, umzuwandeln, fiir die nach unserer Ableitung nur 
die Formel VI in Frage kommt. Damit war unsere Absicht, die beiden 
mittleren Ringe in iibersichtlicher Weise zu erschlieBen, erreicht. 

Die volle Auswertung dieses miihsamen Abbaus brachte die 
oxydative Sprengung der die beiden Ringe in der Siure VI 
verbindenden Kette. Wir erhielten dabei die Tricarbonsiure 
C,,H,.0, (VID, dieselbe, die friither als Endprodukt eines ganz anders- 





1) Diese Z. 197, 17 (1931). 
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- @  artigen Abbaus aus Desoxycholsiure erhalten worden war.') Aus 
* der nachstehenden Formulierung dieser Reaktionskette kann man 
; ersehen, daB die auf beiden Wegen gewonnenen Ergebnisse ein 
’ fF  jiickenloses, in jedem Punkt iibereinstimmendes Bild der Struktur 
| des Geriistes liefern. 
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Keto-dicarbonsiiure C,,H,.0; 

Die andere Hilfte der oxydativen Spaltung der Keto-tricar- 
bonsiure VI, die zu erwartende Dicarbonsiure C,,H,,0, (VIII) 
haben wir bei der Knappheit des Materials nicht isolieren kénnen. 
Wir halten es auch nicht fiir lohnend, viel Zeit auf ihre Isolierung 
zu verwenden, da dieser Teil der Molekel durch die bisherigen 
Arbeiten ausreichend aufgeklirt ist. Man braucht sich nur an den 
Abbau der Lithobiliansiure’), der vor einigen Monaten beschrieben 
wurde, zu erinnern, um zu erkennen, daB bei der Zusammen- 
fassung seiner Ergebnisse mit den friiheren experimentellen Beob- 
achtungen eine andere Deutung iiberhaupt nicht méglich ist. Die 
wichtigsten Stufen dieser Reaktionsfolge seien hervorgehoben. 
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1) H. Wieland u. O. Schlichting, Diese Z. 134, 276 (1924). 
*) H. Wieland, E. Dane u. E. Scholz, Diese Z. 211, 261 (1982). 
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Nun folgen in doppelter Wiederholung Brenzreaktion zum 
cyclischen Keton mit angeschlossener oxydativer Ringéffnung. Die 
so isolierte Tetracarbonsiure C,,H,,O, ist identisch mit einer von 
Windaus vom Cholesterin aus durch eine analoge Reaktionsserie 
bereiteten Saure.') Der Abbau ist von Windaus weiter gefihrt.’) 
Die —— zum Cycloketon wiederholt sich noch einmal: 


12 
| 
CH, CH, bs ae ee ee Pe oA 
a we ——. ‘ae cH, ¢H |G | | 
CO,H i. 8CH ss , | 
Be al CH, '9 a 
| 10(3 GH { —— 
fon ton aoe) oie 
2 
Tetracarbonsiure, C,,H,,0,. H,C1—-—2C0O hie H 2C0O.H 
z 2 


Jetzt aber wird bei der Oxydation eine Malonsiure erhalten, 
die leicht CO, abspaltet und bei der thermischen Zersetzung nicht 
mehr in ein cyclisches Keton iibergeht. Von den 4 C-Atomen, die 
von den Ringen A und B auBer C, und C, noch tibriggeblieben sind, 
sind 2 Carboxyle. Sie kénnen nicht ohne Verzweigung an den beiden 
Haftpunkten C, und C, hingen, da sonst das Ausbleiben der ther- 
mischen Cyclisierung nicht zu verstehen wire. Eine Abzweigung 
in der Kette liBt sich aber auf gar keine andere Weise kon- 
struieren als durch die Methylgruppe an C,,. Wir halten diesen 
zwar indirekten Beweis fiir die Haftung einer Methylgruppe an C,, 
fiir biindig und nicht widerlegbar. 


Zur Struktur und Konfiguration von Ring D. 


Die gegenseitige Verkniipfung der 4 Ringe in den Gallen- 
siuren und Sterinen diirfte jetzt, abgesehen von den sterischen 
Verhiltnissen, eindeutig und endgiiltig im Sinne der Formel I 
festgelegt sein, ebenso die Gliederzahl der Ringe A, B, C mit je 
6 C-Atomen. Gegen unsere Auffassung, daB Ring D ein Fiinfring 
sel, eine Auffassung, die von fast allen auf dem Gebiet titigen 
Autoren geteilt wird, erhebt neuerdings Ruzicka’) Bedenken. 
Er halt die Widerlegung eines Sechsringes an dieser Stelle durch 
die bisherigen Ergebnisse nicht fiir erbracht. Wir kénnen nun 
das Argument fiir die Fiinfgliederzahl von Ring D, das in dem 





1) Ber. chem. Ges. 45, 2421 (1912). 

*) A. Windaus, A. Rosenbach u. Th. Riemann, Diese Z. 130, 
113 (1923). 

*) Helvet. chim. Acta 16, 169 (1933). 
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Verhalten der Atiobiliansfure bei der thermischen Zersetzung 
liegt und das wir entgegen der Meinung von Ruzicka fiir mab- 
gebend halten’), durch einen neuen Beweis ergiinzen. Damit legen 
wir auch, wie wir glauben, mit ziemlicher Sicherheit den Stand- 
ort der Methylgruppe von Ring D an der Stelle fest, die wir 
bisher stets in unseren Formulierungen gewihlt haben, niimlich 
an C,,. [Die englischen Fachgenossen bevorzugen als Haftstelle 
dieser Methylgruppe C,,, weil sich auf diese Weise das Geriist 
des Cholesterins — nicht aber das von Ergosterin und Stig- 
masterin! — aus Isopren-Molekeln zusammenfiigen lasse.*)] 

Die Saure C,,H,,O, (VI) geht beim Erhitzen leicht in ein An- 
hydrid tiber. Spaltet man dieses Anhydrid mit heiBem Wasser auf, so 
erhilt man eine isomere, niedriger schmelzende und viel leichter 
lésliche Siure, die beim Erhitzen wieder zu dem gleichen Anhydrid, 
aus dem sie entstanden ist, umgewandelt wird. Es hat sich offenbar 
bei der Anhydratisierung der urspriinglichen Siure eine sterische 
Umlagerung vollzogen aus einer trans-Form in eine cis-Form. Die aus 
dem Anhydrid entstehende Siure gehért der czs-Konfiguration an. 

Aus dem Entstehen der trans-Siure C,,H,,O, auf den beiden 
experimentell begangenen Wegen laBt sich ableiten, daB die 
beiden Ringe C und D in den Gallensiuren und Sterinen 
in trans-Stellung miteinander verbunden sind, Welche 
der beiden trans-Configurationen von a und b zutrifit, laBt sich 
natiirlich nicht entscheiden. 
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a 
_s 


ile 


a ag 
a Se 
Segiget” ee it 


Die nach Windaus’) wahrscheinliche cis-Bindung zwischen Ring A 
und B — es sind hier auch wieder 2 cis-Lagen méglich — ist in den 
Formeln mit zum Ausdruck gebracht. 


1) Es ist bei der Beschreibung dieser Reaktion [H. Wieland, O.Schlich- 
ting u. R, Jacobi, diese Z. 161, 80 (1926)] angegeben, daB zur Bildung 
des Anhydrids auf 230° erhitzt wurde. Die Temperaturangabe ist unvoll- 
stiindig; zur nachfolgenden Destillation des Anhydrids wurde das Bad be- 
trichtlich héher erhitzt. Da keine niheren Angaben dariiber vorliegen, kann 
man die Temperatur auf 280—290° schitzen. 

*) Dies 14Bt sich ebenso gut erreichen, wenn Methyl an C,, steht. 
Wir halten derartige Ableitungsversuche bei komplizierten Naturstoffen fiir 
nicht besonders fruchtbar. 8) Ann. 447, 233 (1926). 
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Die Umlagerung der trans-Tricarbonsiure in das cis-Anhydrid 
kann bei der ausreichend hohen Reaktionstemperatur (etwa 260°) 


| 
nach zahlreichen Erfahrungen an der Gruppe HO,C—CH u- 


stande kommen. So geht trans-Cyclopentan-1,2-dicarbonsiure genau 
ebenso wie unsre trans-Siiure in das Anhydrid der cis-Reihe iiber.:) 


C,H,:CO,H C,H,-CO,H C,H, CO, 1 
Ho,c_ 9H) el CH, | 
Ea ie ae HO 7 tee 
ee cal ae ad 
ve BIBS Be ae 
HO,C~ yy oc, HO, Cc, | 
trans-Siure, Schmelzp. 187° siihadidiae cis-Siiure, se 136° 


Bei der friiheren Gewinnung der Tricarbonsiiure C,,H,,O, 
hat man die Séure C,,H,,O, nach dem auf 8. 93 wiedergegebenen 
Schema durch thermische Zersetzung in eine Keto-dicarbonsiiure 
C,,;H,,0, verwandelt, deren Oxydation mit Salpetersiure dann 
iiber eine Malonsiiure zur Siure C,,H,,O, gelangen lieB. Die 
Brenzsiure C,,H,,O, gewinnt nun mit der Erkenntnis der trans- 
Verkniipfung der "Ringe C und D eine ganz besondere Bedeutung. 
Da bei ihrer Oxydation die trans-Tricarbonsiure erhalten wird, 
so mu ihr bei der Brenzreaktion gebildeter Fiinfring mit dem 
urspriinglichen Ring bereits in trans-Stellung verkniipft sein. 


| 
CO,H 


Ein dekalinartig kondensiertes System zweier Fiinfringe 
ist bisher nicht beschrieben. Von den beiden sterischen Formen 
ist die cis-Form so gut wie spannungsfrei, die trans-Form besitzt 
eine miBige Spannung, die am Modell nach Hiickel?) etwa 
der des Camphers entspricht. Wenn man durch thermische 
Cyclisierung einer 1,6-Dicarbonsiure einen Fiinfring an einen 
schon vorhandenen Sechsring anbaut, so entsteht in allen Fallen, 
in denen eine der beiden CO,H-Gruppen an einem sekundiren 


) Perkin, Chem. Soc. 65, 588 (1894). 
®) Theoret. Grundlagen der org. Chem. I, 62 (1931). 
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Ringkohlenstoff haftet, eine Umlagerung also méglich ist, das 
Bicyclo-keton der cis-Reihe.’) ) 


H — a 
‘aiatiae ati a a, 
woe] — me 
basin agli eel i 5 gail i all 
H.C H 1 


Wenn schon bei der Bildung des perhydrierten «-Indanons 
unter diesen Umstiinden stets die cis-, niemals die trans-Konfi- 
guration entsteht, so wird in unserem Fall, bei der Bildung eines 
Derivats des Bicyclo-a-octanons sicherlich die trans-Form nur 
dann entstehen, wenn das Auftreten der cis-Form durch riium- 
liche Griinde ausgeschlossen ist. Das heift, diejenige Carboxyl- 
gruppe, die in der Saéure C,,H,,O, am urspriinglichen Ring 
haftet, mu8B tertiir gebunden sein, sie kann sich nicht umlagern. 
Auch der nachbarstindigen Kette, deren Carboxyl an der Brenz- 
reaktion beteiligt ist, kommt keine Eignung zur Umlagerung an 
C,, zu und so kann kein cis-Keton, sondern es mu das trans- 
Keton auftreten, wie zu erwarten, in der miBigen Ausbeute von 
héchstens 20°/, der theoretisch méglichen Menge. 

Wollte man in Ring D einen Sechsring annehmen, so wiren 
die hier besprochenen sterischen Verhaltnisse nicht méglich; bei 
der Brenzreaktion der Siure C,,H,,O, miiBte ein cis-Keton ent- 
stehen und es entfiele jeder AnlaB zum Auftreten der beiden 
stereoisomeren Tricarbonsiuren C,,H,,0O,. 

Wir glauben, daB auch die Position C,, fiir die Methylgruppe 
nunmehr widerlegt ist. Wire sie an dieser Stelle gebunden, so 
hitten wir ja an C,, Carboxyl neben Wasserstoff, und das 
Hindernis gegeniiber der cis-Umlagerung fiele weg. 

Wenn man von der noch nicht direkt bewiesenen Haftung 
eines Methyls an C,, absieht (vgl. dazu die Ausfiihrungen auf 
S. 93), so kann man in der Gesamtstruktur der Gallensiuren und 
der ihnen gleich gebauten Sterine nur noch die Stellung der 
Seitenkette in Frage stellen, da der unmittelbare Abbau von 
Ring D aus sie noch nicht erreicht hat. Die stufenweise Zer- 
kleinerung der Seitenkette in der Cholansiure hat uns schlieBlich 
mit der Isolierung der Atiobiliansiiure C,,H,,O, in den auf- 
gesprengten Ring D hineingefiihrt, aber die Bildung dieser Di- 


1) A. Windaus, W. Hiickel und G. Reverey, Ber. chem. Ges. 56, 
91 (1923); A. Windaus, Liebigs Ann. 447, 233 )1926). 
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carbonsiure li8t an sich jedem der drei freien Kohlenstoffatome 
15, 16 und 17 (vgl. Formel I) die Méglichkeit, Traiger der Seiten- 
kette zu sein. Soweit sich aber am Modell die riumlichen Ver- 
hiltnisse iibersehen lassen, steht nur eines yon ihnen, nimlich 
C,, mit dieser Funktion im Kinklang mit einer Reaktion, dic 
friiher von uns!) und Borsche?) untersucht worden ist. Sie hat 
Beziehungen aufgedeckt, die zwischen der Seitenkette und der 
Stellung C,, bestehen. Aus 12-Ketocholansiure C,,H,,0, (IX) — 
auch einige andere Siuren mit >CO in Stellung 12 verhalten sich 
analog — entsteht bei der thermischen Zersetzung mit guter Aus- 
beute der als Dehydro-norcholen’) bezeichnete ungesiittigte 
Kohlenwasserstoff C,,H,, (X), der seiner Zusammensetzung nach auBer 
der nachweisbaren Doppelbindung einen neuen fiinften Ring ent- 
halten muB und der nur dadurch entstanden sein kann, daB die 
Ketogruppe der Saure sich mit einer Methylengruppe der Seitenkette 
unter gleichzeitiger Abspaltung von Kohlendioxyd kondensiert hat. 


CH, 





CH 
er" yn, 
O CH, | eae 
IX amis ee tin ails 
°| —> 
CH, ale Be CH, a + H,0 + CO, 
oom eee a, el 
12-Keto-cholansiiure. Dehydro-norcholen. 


Dieser Vorgang ist am Modell nur von C,, als Standort der 
Seitenkette abzuleiten, nicht aber von C,, oder gar C,, aus. 
Diese Deutung erlaubt auferdem mit ziemlicher Wahrschein- 
lichkeit eine weitere stereochemische Frage zu _ beantworten, 
nimlich die nach der Konfiguration von C,,, wonach die Seiten- 
kette auf derselben Seite der D-Ring-Ebene anzunehmen ist, 
von der aus die Angliederung des Ringes C von Cz. her erfolgt. 
Damit kime die Seitenkette in trans-Stellung zur Methylgruppe 
von (C,3. 

Eine andere Reaktion dhnlicher Art ist die auch schon friiher 
in unserem Laboratorium beobachtete Lactonbildung, die vom 


1) Diese Z. 142, 191 (1924). *) Ber. chem. Ges. 57, 1435 (1924). 
8) Diese Z. 150, 273 (1925); H. Wieland u. V. Wiedersheim, 
Diese Z, 186, 229 (1930). 
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me — (arboxyl der Seitenkette aus gegen eine an Cj, stehende Hydroxyl- 
fen- | gruppe sich vollzieht. Diese Lactonisierung ist an der 12-Oxy- 
‘er- cholansiure’) (XI) eingehend studiert worden. FiirC,, als Trager 
lich der Seitenkette ergibt sich aus dieser Reaktion keine Stiitze, da der 
die Lactonring sich ebenso gut von C,, und C,, aus schlieBen kann. 
hat H,C—CH, H,C—CH, 
der ea oc ¢ — 
- q CO,H CHCH, _ CHOH, 
ich | HOH CH, | H| CH, | 
s- XI gl tite 
8 : | _ | 
ste C,H | | CH, tie 
ser i Pi ae. i al haul 
rE ky baal 
lie @ egg age et age 
tte 
at. | Wir sind der Meinung, daB das Strukturproblem der Gallen- 
siuren und Sterine nunmehr in den Hauptpunkten erledigt ist 
und erblicken die Ziele der weiteren Arbeit auf diesem Gebiet in 
_ der zu vollendenden Klirung der Konfigurationsfragen und in syn- 
| thetischen Versuchen. 
d 
0, Beschreibung der Versuche. 
; Die 12-Ketocholansiéure (II) wurde durch Reduktion von Dehydro- , 
_  desoxycholsiure genau nach dem modifizierten Darstellungsverfahren fiir 
_ _1,12-Diketocholansiiure*) erhalten. Ausbeute 50—60°/). 
i Der Abbau zur Keto-dicarbonsiure C,,H;,0, (IV) wurde in der schon 
friiher beschriebenen Weise’) durchgefiihrt. Nur die Bromierung der 
r 12-Keto-cholansiure erfolgt besser unter milderen Bedingungen: 50 g reine 
. 12-Keto-cholansiure werden mit 250 ccm 1,5n-Brom-Eisessiglésung iiber- 


gossen und nach Zugabe von 10 Tropfen Eisessig-Bromwasserstoff auf 55 
bis 60° erwirmt. Nach 6—8 Stunden ist das Brom weitgehend verbraucht, 
und die langen Nadeln der Brom-ketocholansiiure beginnen schon in der 
Hitze sich abzuscheiden. Die erkaltete Lésung erstarrt zu einem Brei fast 
_  farbloser Nadeln, die abgesaugt und getrocknet werden. Nach kurzem 
, ' Digerieren mit Ather wird aus Eisessig umkrystallisiert. 40 g vom Schmelz- 
| punkt 182°. Weitere 5 g kénnen durch entsprechende Reinigung der aus 
den Eisessig—Mutterlaugen ausgefillten gelben, pulverigen Siure erhalten 
werden. 


Brom-keto-dicarbonsdure C,,H,,0,Br. 2,3 g Keto-dicarbonsiure 
werden mit 30 ccm 0,8 n-Brom—Eisessiglésung und wenigen Tropfen 














: 1) H. Wieland u. O. Schlichting, Diese Z. 150, 267 (1925). 
4 *) H. Wieland u. K. Kraft, Diese Z. 210, 281 (1932). 
2 8) H. Wieland u. Th, Posternak, Diese Z. 197, 17 (1931). 
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Bromwasserstoff—Eisessig auf 55—60° erwiirmt. Nach 2 bis 
3 Stunden kommt der Bromverbrauch — wie deutlich aus der 
Farbe der Lésung ersichtlich ist — zum Stillstand. Das iiberschiissige 
Brom wird reduziert und aus der Lésung das Bromierungsprodukt 
durch Zugabe von Wasser als farbloses Pulver ausgefillt. Nach 
dem Trocknen verreibt man mit wenig Ather, der einige Schmieren 
herauslést. Aus Hisessig, dem man in der Hitze wenig Wasser 
zusetzt, krystallisieren 2 g feine, zu Biischeln vereinigte Nadeln 
vom Schmelzp. 176—178°, die zur Weiterverarbeitung geniigend 
rein sind. 

Die analysenreine Substanz schmilzt — nochmal aus Kis- 
essig umkrystallisiert — bei 182° unter schwacher Zers. 


4,482 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 9,610 mg CO,, 3,02 mg H,O. — 
6,321 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 2,58 mg AgBr. 
C,,;H,,0;Br (471) Ber. C 58,60 H 7,43 Br 17,00 
Gef. ,, 58,47 9 1555 » 108 
Die Keto-dicarbonsiure nimmt auch in der Kite sehr langsam — im 


Verlauf von einigen Tagen — Brom auf. Man erreicht so aber keine Ver- 
besserung der Ausbeute. 


Oxy-keto-dicarbonsdure C,.H,.O, (V) und ungesattigte Keto-di- 
carbonsdure C,,H,,0,. 2g Brom-keto-dicarbonsiure werden mit 
200 ccm n/10-Kalilauge 1 Stunde lang gekocht. Aus der farb- 
losen Lésung fallt beim Ansiiuern ein bromfreies Pulver, das ge- 
trocknet und in absolutem Ather aufgenommen wird. Nach 
kurzem Stehen haben sich 1—1,2 g eines Gemisches von Oxy- 
siure und ungesittigter Siure krystallisiert abgeschieden. Die 
Reindarstellung der Oxysiure gestaltet sich sehr unangenehm, da 
die ungesattigte Siure in den gebriuchlichen Lésungsmitteln — 
auBer Ather — viel schwerer léslich ist, so da® auch kleine 
Mengen sich immer zuerst, bzw. zusammen mit der Oxysiure ab- 
scheiden. Eine Trennung erreicht man am besten in der Weise, 
daB man zuerst das Gemisch aus der Hiilse mit Ather extrahiert. 
Der erste Auszug enthilt in der Hauptsache Oxysiure. Man 
krystallisiert aus Hisessig, dem man vorsichtig Wasser zusetzt. 
Es scheiden sich zuerst die dicken Prismen der ungesiittigten 
Saiure ab, von denen abgesaugt wird. Aus den Mutterlaugen kry- 
stallisiert die Oxysiure in langen, feinen Nadeln, die aber noch 
immer durch die deutlich erkennbaren Prismen oder Pyramiden 
verunreinigt sind. Erst nach wiederholter fraktionierter Krystalli- 
sation aus verdiinnter Essigsiiure oder aus Methanol wird die 
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Oxysaiure in einheitlichen Nadeln vom Schmelzp. 204—206° er- 
halten. Ausbeute 0,15—0,3 g. 
4,318, 4,480 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 10,655, 11,155 mg CO,, 
3.39, 3,50 mg H,0. 
C,,H,,0, (408) Ber. © 67,65 H 8,82 
Gef. ,, 67,30, 67,90 y 8,78, 8,74. 
Titration. 9,8 mg Subst. in Alkohol gelést, verbrauchten 0,86 ccm 
0,0555 n-NaOH. 
Aquivalent Ber. 204 Gef. 205. 


Die ungesattigte Saure wird leicht durch Krystallisation 
aus Hisessig rein erhalten. Schmelzp. 214—217° Ausbeute 
etwa 0,3 g. 

4,611 g Subst. (bei 120° i. V. getr.): 11,955 mg CO,, 3,65 mg H,0. 

C.sHs,0, (390) Ber. C 70,77 H 8,72 
Gef. ,, 70,70 5» 8,86. 

Titration. 4,1 mg Subst. in Alkohol gelést, verbrauchten 0,38 ccm 
0,0555 n-NaOH. 

Aquivalent Ber. 195 Gef. 194. 

Die Saure C,,H,,0, verbraucht in Eisessiglésung Permanganat ziemlich 
schnell. Ein Oxydationsprodukt konnte bisher nicht isoliert werden. Die 
Oxysiiure ist gegen Permanganat bestindiger. 

Bei Versuchen, die Oxysiure durch Abinderung der Versuchsbedin- 
gungen — stirkere Lauge oder tiefere Verseifungstemperatur — in besserer 
Ausbeute zu erhalten, wurden mehr dtherldsliche Schmieren erhalten. Auch 
Verseifung mit Kaliumacetat in Kisessig ergabviel braune Zersetzungsprodukte. 

Methylather C,,H,,0,. 0,4 g Monobrom-keto-dicarbonsiure werden mit 
5 ecem 1 n-methylalkoholischer Kalilauge 40 Minuten gekocht. Die hellgelb 
gefirbte Lésung wird vom Methanol befreit, und mit verdiinnter Schwefel- 
siure ein helles Harz gefiillt. Nach scharfem Trocknen wird in Ather auf- 
genommen, aus dem sich alsbald 0,2 g farbloses, krystallines Pulver ab- 
scheidet. Durch Krystallisation aus Eisessig, dem man wenig Wasser zu- 
setzt, werden 50 mg reine ungesittigte Siure C,,H,,0, erhalten. Aus den 
Mutterlaungen scheiden sich zu Sternen vereinigte Prismen ab, die ihren 
Schmelzp. 158—162° auch durch wiederholtes Umkrystallisieren aus Essig- 
siure nicht mehr dndern. Nach der Analyse kann es sich nur um den 
Methylither von V (OCH, statt OH) handeln. 


4,367 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 10,900 mg CO,, 3,47mg H,0O. 
C.,H,30, (422) Ber. C 68,25 H 9,00 
Gef. ,, 68,07 » 8,89. 
Keto-tricarbonsaiure C,,H,,0, (VI). 0,3 g Oxy-keto-dicarbon- 
séure (V) werden unter Hiskihlung mit 20 ccm 0,28 n-Chromsiure— 
Hisessiglésung versetzt. Man la8t noch kurze Zeit unter Kihlung 
und dann iiber Nacht bei Raumtemperatur stehen. Durch Titra- 
tion wurde festgestellt, daB die Reaktion nach dieser Zeit zum 
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Stillstand gekommen ist. Es sind 1,2 Atome Sauerstoff verbraucht. 
Die restliche Chromsiure wird durch schweflige Siure reduziert und 
die Lisung i. V. bei 40° eingeengt. Der Riickstand wird beim Stehen 
mit Wasser itiber Nacht fest und kann abgesaugt werden. Die 
Siure krystallisiert aus Eisessig, dem man wenig Wasser zusetzt, 
in derben gleichseitigen Dreiecken und in schiefwinkligen Tra- 
pezen, die nach einer weiteren Krystallisation analysenrein sind. 
Schmelzp. 196° nach vorherigem Sintern. Ausbeute 0,17 g. 

4,257, 4,080 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 10,125, 9,725 mg CO,, 
3,20, 8,10 mg H,O. 


C,3H3,0, (424) Ber. C 65,09 H 8,50 
Gef. ,, 64,87, 65,01 » 8,41, 8,50. 
Titration. 9,4 mg Subst. in Alkohol gelést, verbrauchten 1,21 ccm 
0,0555 n-NaOH. Aquivalent _—_ Ber. 141 Gef. 140. 


Aus 1 kg Desoxy-cholsiiure wurden nicht mehr als 0,4—0,6 g 
von dieser Siure erhalten. 


trans-Tricarbonsiure C,H, 0, (VII). 250 mg Keto-tricarbonsiure 
werden mit 1,2 ccm Salpetersiiure (D 1,4) iibergossen. Bei Wasser- 
badtemperatnr setzt kriftige Reaktion ein, die schnell nachlaBt, 
und nach 1Lstiindigem Erhitzen beendet ist. Beim Verdiinnen 
mit Wasser auf das 3fache Volumen fallen farblose Schmieren, 
die bald fest werden und nach dem Stehen iiber Nacht abgesaugt 
werden kénnen (70—80 mg). Dieser Anteil ist auch in heiBem 
Wasser unléslich und kann nicht zur Krystallisation gebracht 
werden. Die Salpetersiure-Mutterlaugen werden im Exsiccator 
auf ein kleineres Volumen eingeengt. Dabei scheidet sich die 
Tricarbonsaure langsam in feinen Nadelbiischeln ab. 60 mg. Nach 
2maliger Krystallisation ist der Schmelzp. 187° erreicht (nach 
vorherigem Sintern). Der Mischschmelzpunkt mit einer auf anderem 
Wege dargestellten Tricarbonsiure C,,H,,O, vom Schmelzp. 187° 
lag ebenso. Beide Priparate krystallisieren aus wenig Wasser in 
charakteristischen prismatischen Stabchen, die zu Biischeln ver- 
einigt sind, 

4,557 mg (Schmelzp. 177°) (i V. iiber P,O, getr.): 9,575 mg CO, und 
3,02 mg H,O. — 4,855 mg Subst. (Schmelzp. 187°) (i. V. iiber P,O, getr.): 
10,215 mg CO, und 3,25 mg H,0. 

C,;H.,0, (272) Ber. OC 57,31 H 7,35 
Gef ,, 57,81, 57,88 ,, 7,41, 7,49. 


Titration. 6,30 mg Subst. in Aikohol gelést, verbrauchten 1,2 ccm 
Aquivalent Ber. 91 Gef. 94,5. 


0,0555 n-NaOH. 
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icht. Durch weiteres Einengen der salpetersauren Mutterlaugen im Exsiccator 
und © kann noch eine zweite Krystallisation an Tricarbonsiiure erhalten werden, 
shen _ die aber weniger rein ist und in wattigen Nadeln krystallisiert (Schmelz- 
Die punkt 176°). 

80 mg einer Tricarbonsiiure vom Schmelzp. 176° wurden im Hoch- 
etzt, vyakuum bei 260° destilliert. Es bleibt ein recht erheblicher brauner Riick- 
l'ra- stand. Das gelbe Destillat krystallisiert schon im Ansatz und wird in 
ind. Ather aufgenommen. Aus der Atherlésung krystallisiert beim Einengen 


das Anhydrid in schénen gekreuzten, prismatischen Stibchen, die nach 
_ nochmaliger Krystallisation aus Ather bei 145—146° schmelzen. Mit einem 
CO,, + zum Vergleich dargestellten Anhydrid vom gleichen Habitus und Schmelz- 
_ punkt keine Depression. 
Hydrolyse des Anhydrids C,,H,,0, zur cis-Tricarbonsaure C, ,H,,.0,. 
- 200 mg Anhydrid werden mit 0,5 com Wasser zum Sieden erhitzt. 
com — Die Substanz geht nach einigen Minuten in Lésung. Zur Be- 
' endigung der Reaktion wird: noch kurze Zeit auf dem Wasserbad 
erhitzt. Die offene Siiure scheidet sich erst, nachdem fast alles 











°8 Wasser im Exsiccator verdunstet ist, in kreidigen Warzen ab. 

itn Sie ist — im Gegensatz zur trans-Tricarbonsiure — spielend 

a, léslich in kaltem Wasser und kann nur aus mifig verdiinnter 

Bt Salzsiure krystallisiert werden. Prismatische Stibchen vom 

" 4 Schmelzp. 136° unter schwacher Zers. 

en, ‘ 4,642 mg Subst. (i. V. itiber P,O, getr.): 9,775 mg CO,, 3,11 mg H,0. 

at C,sH 90, (272) Ber. C 57,81 H17,35 Gef. C 57,43 H 7,50. 

em ; Spezifische Drehung: 

cht = trans-Tricarbonsiure : | 
; 129,4 mg Subst. in 3 cem Alkohol, 7 = 1dm, a = — 2,36°; [a],=— 27,3°, 


j _ cis-Tricarbonsiure: 
1 @ 131,9 mg Subst. in 3 eem Alkohol, 7 =1 dm, a = +3,20°; [a], = + 36,4°. 








= : Die cis-Tricarbonsiure liefert bei der Destillation (12 mm, 
as _ 260°) erwartungsgem&8 das Anhydrid vom Schmelzp. 147° zuriick. 
79 |S Bromierung der Enolsdure C,,H,,O, zu einer isomeren Brom- 
in 4diketo-cholansdure. 3 g Enolcarbonsiiure?), in 20 ccm stabilem Kis- 
r- | essig gelést, werden langsam mit 15 ccm 3 n-Brom—Kisessiglésung 
_ versetzt. Das Brom wird im Anfang augenblicklich verbraucht. 
nq man lat tber Nacht stehen, reduziert das unverbrauchte Brom 
):; || und fallt mit Wasser vollstindig aus. Das getrocknete gelbe 
’ Pulver wird zur Befreiung von einigen Schmieren mit Ather dige- 
' riert. Aus Hisessig, dem man wenig Wasser zusetzt, krystalli- 
_ sieren gelbe, breite glinzende Nadeln. — 130—133° 
a_ © unter Zers. und Braunfirbung. Ausheute 1,5 g 


' Diese Z. 197, 25 (1931). 
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Aus den Eisessig-Mutterlaugen werden Krystallisationen erhalten, die 
noch die griine Eisenchloridreaktion des Ausgangsmaterials geben, und die 
am besten ohne weitere Reinigung nochmal bromiert werden. 

Schon bei 80° firbt sich die Substanz langsam braun. Zur Analyse 
wurde deshalb bei 40° i. V. getrocknet. 


4,435 mg Subst.: 10,140 mg CO,, 3,07 mg H,0. 


C,,H,,0,Br (467) Ber. C 61,67 H 7,50 
Gef. ,, 62,35 » uh 
Diese Brom-diketo-cholansiiure ist viel leichter lislich und viel labiler 
als die friiher beschriebene') — durch Bromierung der 11,12 Diketosaure 


erhaltene — vom Schmelzp. 238°. Es wire denkbar, da8 Epimerie an C, 
vorliegt. 

Ungesattigte Enolsiure C,,H,,0,. 1,2 ¢ Monobromsiure vom 
Schmelzp. 133° (die keine Enolreaktion zeigt) werden mit 8 ccm 
trocknem Pyridin 5 Minuten gekocht, Die hellgelbe Lésung wird 
unter Kiskiihlung mit Schwefelsiiure angesiiuert. Nach Zugabe 
von wenigen Tropfen Ather scheidet sich das bromfreie Produkt 
krystallin ab. Es ist in Ather sehr leicht léslich und wird kurz 
mit kaltem Methanol digeriert, das einige Schmieren herauslist. 
Aus Methanol krystallisiert die ungesittigte Siure in breiten 
Ellipsen, die zu Biischeln verwachsen sind. Schmelzp, 160° zu zither 
gelber Schmelze. Sintern ab 154°. 


4,205 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 11,475 mg CO,, 3,35 mg H,0O. 


C,,H,,0, (886) Ber. C 74,61 H 8,81 
Gef. ,, 74,48 » 8,91. 


Die bromfreie Siure gibt mit Eisenchlorid eine Braunfirbung, die 
schnell abblaBt. Die Farbreaktion des urspriinglichen Enols C,,H,,0, ist 
dunkelgriin und lingere Zeit haltbar. 

Die Siure C,,H,,0, verbraucht Permanganat in Eisessig sehr schnell. 
Es konnten aber nur gelbe Harze als Oxydationsprodukt erhalten werden, 
die nicht krystallisierten. 


') Diese Z. 197, 23 (1931). 





Berichtigung 
zur Arbeit Fritz Micheel und Kurt Kraft: Die Konstitution 
des Vitamins ©. Diese Z., Bd. 215, S. 215. 


Seite 217, Zeile 10 von oben lies: 
C,H,O,(OCH;), statt C,.... 
Seite 218, Zeile 17 von unten lies hinter der Formel: 
C,H,0,(OCH,),(0CO-C,H,NO,), (IV) statt (VIa). 
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Uber die chemische Zusammensetzung des Cerumens. 


Von 


Shiro Nakashima. 





(Aus der Oto- Rhino-Laryngologischen Klinik und dem Physiologisch-chemischen Institut 
der medizinischen Akademie Nagasaki.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. November 1932.) 


Die im knorpeligen Teile des Gehérganges befindlichen Ohren- 
schmalzdriisen sondern in frischem Zustande eine gelbe, dickfliissige 
Masse ab, der sich das Sekret der Talgdriisen, abgestoBene Epi- 
dermisschiippchen und Gehérgangshirchen beimischen. Das 
Cerumen wird bei lingerem Verweilen im Gehérgang fester und 
firbt sich zuweilen braun bis schwarz. Bei Japanern ist sein 
Gehalt an Pigmentkirnchen sehr gering, weshalb es meist weib 
oder nur schwach gelblich gefirbt aussieht, auch im eingedickten 
Ceruminalpfropf [Kishi’)]. Da nun die Menge des abgesonderten 
Ohrschmalzes unter normalen Verhiltnissen meist gering und eine 
Sammlung reichlichen Materials ziemlich schwer ist, so legen 
iiber die chemische Zusammensetzung des Cerumens bisher nur 
spirliche Angaben vor. 


Uber das Cerumen findet sich bei Berzelius®) eine Notiz, derzufolge 
es sich aus Albuminaten und doppelt soviel Fetten zusammensetzt. Pétre- 
quin*) wies darin Ol- und Stearinsiure, reichlich Kaliseifen und Cholesterin 
nach. Lamois und Martz‘) fanden im Ohrschmalz freie Fettsiiuren, Fett, 
Cholesterin, lésliche Seifen, EiweiB und Lecithin. Nach Linser®) war der 
Atherextrakt braungelb, Schmelzp. 36—38°, Siurezahl 1,2, Verseifungszahl 


128, Jodzahl 50,3. 
Nach mehrjihrigen Bemihungen war ich in den Besitz von 
70 g trocknem Cerumen gelangt.*) Zur quantitativen Untersuchung 





1) Arch. f. Ohrenheilkunde 70, 205 (1907). 

*) Maly’s Tierchemie 9, 536. 

8) C. r. Acad. Sci. 61, 940 (1869). 

4) Zbl. med. Wiss. 1894, Nr. 1. 

5) Deutsch. Arch. klin. Med. 80, 201 (1904). 

®) Es war von zahlreichen Kranken der Klinik und von vielen Schii- 


lern und Schiilerinnen bei der Ohrenuntersuchung mit einem Hiikchen oder 
einer Pinzette gewonnen worden. Die Umstiindlichkeit der Materialbe- 
schaffung rechtfertigt die Verdéffentlichung der heute noch recht unvoll- 
stiindigen Ergebnisse. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXVI. 
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wurde es, mit Ather, Alkohol und Aceton extrahiert, in der fol- 
genden Weise fraktioniert und dabei die in Tab. I enthaltenen 
Fraktionen erhalten. 


Trocknes Cerumen 


| 





: | 
Ather léslich 
| 





Aceton lislich Aceton unléslich 


¥ | 
Ather unléslich 





| 
Alkohol léslich 
| 





| 


| 


Alkohol unléslich 























Alkohol léslich Alkohol léslich Aceton Aceton _— Aceton 
léslich unléslich unldéslich 
(A) (B) (C) (D) (E) 
‘ re 
Ather léslich Ather unléslich 
(C,) (C,) 
Tabelle I. 
say tie ae Ausbeut 
Fraktion Léslichkeit Menge Untersuchte aie 
in g Substanz ; | in * 
i at i act eee ing _| i lo 
A Alkohol 1. 1. Fettsiuren 0,60 0,85 
Ather 1. 1. {1,0 Fette 8,66 | 12,37 
Aceton 1. 1. Cholesterin 1,47 2,48 
B Alkohol 1. 1. 
Ather 1. 1. 1,36 (Cerotinsiiure) 1,36 1,94 
Aceton n. 1. 
C Alkohol 1. 1. (Neurostearin- 
Ather w. 1. 7,50 siiure) 0,25 0,35 
Aceton 1. 1. Bitterstoff Spur 
D Alkohol w. 1. 
Ather n. 1. 9,00 (C,H,,NO,) 0,58 0,82 
Aceton n. 1. 
E Alkohol n. 1. Protein 30,26 | 43,23 
Ather n. 1. {1,0 
Aceton n. 1. Asche 2,42 3,45 


Da es mir hauptsichlich auf eine Untersuchung der krystal- 
linen Substanzen des Cerumens ankam, so begniigte ich mich mit 











diesen quantitativen Ergebnissen. 
1. Darstellung des Cholesterins. 








A-Fraktion muB freie Fett- 


siuren, Fette und Cholesterin enthalten. Um gewisse Anhalts- 
punkte iiber die Zusammensetzung dieser Fraktion zu erhalten, 
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wurden die sogenannten Kennzahlen ermittelt. Sie ergaben fol- 
gende Werte: Saurezahl 43,02; Verseifungszahl 86,26; Jodzahl 65,54. 

Man kann daraus vermuten, da8 in dieser Fraktion niedrige 
Fettsiuren von kleinem Molekulargewicht frei und verestert ziem- 
lich reichlich vorhanden sind. 

Um die freien Fettsiuren zu beseitigen, wurden 7,2 ¢ A-Frak- 
tion mit verdiinnter Sodalésung zerrieben, auf dem Wasserbade 
eingedampft, mit Wasser aufgenommen und dann mit Ather aus- 
geschiittelt. Der Atherriickstand wurde zur Beseitigung des Fettes 
mit alkoholischer Kalilauge gekocht. Es wurde eingedampft, der 
Riickstand mit Ather extrahiert und die nach dem Verdunsten 
des Athers zuriickbleibende Masse im Eisschrank stehen gelassen. 
Ks schieden sich 1,74 g Cholesterin (Schmelzp. 146° unkorr.) kry- 
stallinisch aus. Auf 11 g A-Fraktion d. h. 70g trocknes Cerumen 
berechnet 2,66 g (3,8°/,). 

CHO Ber. C 83,85 H 12,00 
Gef. ,, 83,85, 84,29 ,, 11,12, 11,58. 

2. Darstellung der Saure C,,H,,0,. Der Alkoholextrakt (B-Frak- 
tion) wurde eingeengt und im Eisschrank stehen gelassen. Nach 
einigen Tagen schied sich ein weiBer krystallinischer Stoff aus. 
Aus heiSem Alkohol umkrystallisiert schmilzt er bei 79°; auch in 
den Analysendaten zeigt er gute Ubereinstimmung mit Cerotin- 


siiure. 


0,0538 g Subst.: 0,1555 g CO,, 0,0605 g H,0O. 
CyoH.0, ‘Ber. C 78,70 H13,22 Gef. C 78,82 H 12,58. 


3. Darstellung der Saure C,,H,,0,. Der Acetonextrakt (C-Fraktion) 
wurde nach dem Verdampfen des Acetons im Extraktionsapparat mit Ather 
mehrere Tage extrahiert. Die itherische Lésung C, wurde verdunstet und 
einige Tage im Eisschrank stehen gelassen, es schieden sich dabei allmiihlich 
schéne Krystalle aus (0,2525 g). Der Schmelzpunkt der Substanz liegt bei 
84—90° Vielleicht handelt es sich um Neurostearinsiiure. 


0,0499 g Subst.: 0,1388 g CO,, 0,0548 g H,0. 
C,,H5,0, Ber. C 75,55 H 12,68 Gef. C 75,85  H 12,28. 


4. Untersuchung auf Bitterstoff in C-Fraktion. Der in Ather 
unlésliche Teil C, wurde in Wasser gelést. Die wiBrige Loésung schmeckt 
sehr bitter. Um den Bitterstoff zu isolieren, wurde die Lésung unter Zusatz 
von Schwefelsiiure mit Phosphorwolframsiiure gefillt. Der Niederschlag 
wurde auf Bitterstoff und das Filtrat auf Fettsiiure verarbeitet. ‘Trotz der 
verschiedenen Untersuchungen konnte ich daraus keine krystalline Substanz 
erhalten. Uber die Natur des Bitterstoffes ergab sich also nichts sicheres. 
Nur bemerkte ich, daB der Kérper von Tierkohle sehr leicht adsorbiert wurde. 

Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung wurde mit Baryt be- 
handelt, der iiberschiissige Baryt mit Kohlensiure beseitigt und die ein- 
g* 
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geengte Lésung im Eisschrank stehen gelassen. Es schieden sich daraus 
wenige Krystalle (0,2296 g) aus, die in Wasser gelést gegen Lackmus alka- 
lisch reagierten. Der Schmelzpunkt der Substanz liegt bei 123° 0,0503 g 
Substanz gaben 0,0775 g CO, und 0,0294 g H,O, es zeigt sich 42,01°/, C 
und 6,54°/, H. 

5. Bearbeitung der D-Fraktion. Der in Ather ungelést bleibende 
Riickstand wurde mit heiBem Alkohol extrahiert, der Alkoholextrakt auf 
dem Wasserbad abgedampft und der Riickstand dann mit heiBem Aceton 
behandelt. Die in Aceton unlésliche Fraktion (D) wurde vergeblich nach 
Phosphatid untersucht. Sie wurde getrocknet und mit siedendem Alkohol 
erschépfend extrahiert. Nach dem Erkalten schieden sich aus der Alkohol- 
lésung Krystalle aus; 0,5784 g, Schmelzp. 204° 


0,0475 g Subst.: 0,0813 g CO,, 0,0307 g H,O. — 0,1500 g Subst. (nach 
Kjeldahl): 8,5 eem n/10-H,SO,. 
C,H,,NO, Ber. C 47,05 H691 N 686 
oa , 4667 4 Ue. .» te. 


6. Anorganische Stoffe. 17,5 ¢ der trocknen Substanz von E-Fraktion, 
die in Ather, Alkohol und Aceton unléslich ist, wurde verascht. Auf be- 
kannte Weise wurden dabei die gegenseitigen Mengenverhiiltnisse der wasser- 
léslichen und wasserunléslichen Aschenbestandteile festgestellt. Die Alkalien, 
Erdalkalien und die Schwefelsiiure wurden gravimetrisch bestimmt. Zur 
Bestimmung des Chlors bediente ich mich der Methode von Volhard. Die 
Phosphorsiure wurde zuerst als Ammoniummagnesiumphosphat gefallt, dann 
auf bekannte Weise in das Phosphorsiiuremolybdat iibergefiihrt und nach 
der Vorschrift von Neumann titrimetrisch ermittelt. Die Kieselsiure wurde 
nach dem Verfahren von Gonnermann bestimmt. 


70 g Cerumen (in trocknem Zustande) enthielten 39,3 ¢ 
= 56,00°/, E-Fraktion; in ihr verteilen sich die einzelnen an- 
organischen Bestandteile wie folgt: 


Tabelle 2. 














Arten der Aschenmenge 

anorganischen Stoffe in g | in /, 
Gesamtasche ............. 2,4184 | 8,45 
davon wasserléslich....... 1,1900 1,70 
davon wasserunloslich..... 1,2194 1,74 
EE i cticaiininh kare oes 0,2976 0,48 
Bag lanka aera anes 0,6261 0,89 
ARR ESe ot ee ee 0,2118 0,30 
Neer err 0,1512 0,22 
Ns. ol VUASS. Sub kwORG's 0,2271 0,32 
EE Ce ae 0,6431 0,92 
DR Naihiet heh nis ak wena 0,1066 0,15 
TS ERR 0,4017 0,57 








Unter den anorganischen Salzen ist im Cerumen hauptsiich- 
lich Natriumsulfat enthalten. Daf der Schwefelsiuregehalt so 
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hoch ist, erklirt sich wohl ungezwungen daraus, dab die Haut am 
Schwefelstoffwechsel sehr beteiligt ist und die Kigenschaft besitzt, 
Gebilde mit besonders hohem Schwefelgehalt zu produzieren. 

%. Proteinstoffe. Der Hauptteil der E-Fraktion wurde teils 
mit Schwefelsiure und teils mit Salzsiure hydrolysiert. Das 
Schwefelsiurehydrolysat wurde auf Hexonbasen, Tyrosin und andere 
Monoaminoséuren verarbeitet. Bei der Neutralisation und Kin- 
engung des Schwefelsiurehydrolysates schied sich das ‘T'yrosin 
krystallinisch aus. Das Cystin wurde durch das von Y. Okuda?) 
angegebene jodometrische Verfahren aus dem Salzsiurehydrolysat 
ermittelt. Bei der Untersuchung der Hexonbasen habe ich das 
Verfahren von Kossel und Kutscher?’) angewandt und das Arginin 
und Lysin als Pikrat, das Histidin als Pikrolonat isoliert. Wegen 
Mangels an Untersuchungsmaterial wurden die anderen Mono- 
aminosiuren zusammen als Kupfersalz isoliert und die Salze in 
eine in Wasser lésliche und eine in Alkohol lésliche Fraktion 
geteilt und jede Stickstoffmenge nach Kjeldahl bestimmt. Das 
Prolin wurde aus alkoholléslichem Kupfersalz gereinigt. Die 
Gesamtmenge der aus 70 g Cerumen isolierten Aminosiiuren ist 
in folgender Tabelle kurz zusammengestellt. 

















Tabelle 3. 
ee Menge 
Aminosiuren 
in g | in %/, 
RS cee acct 0,142 0,20 
ee 0,547 0,78 
reer er ere 2,972 4,25 
co errs 0,335 0,90 
PEN 0,010 0,14 
PN ites <dabecinws 1,208 1,72 
N-Gehalt der anderen 
Monoaminosiduren. . 3,779 5,39 





Es ergab sich als wesentlicher Befund, dai das Lysin im 
Vergleich zu anderen Basen ziemlich reichlich vorhanden ist. Der 
nicht hohe Cystingehalt deutet darauf, dab die anorganischen 
Sulfate dem Cystin des DriiseneiweiBes ihre Bildung verdanken 
und dieser Oxydationsvorgang ein Charakteristikum der Ceruminal- 
driise ist. 





1) J. of Biochem., 5, 221 (1925). *) Diese Z. 31, 165 (1900). 
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Die elementare Zusammensetzung verschiedener Himocyanine. 
Von 
F. Hernler und E. Philippi. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Februar 1933.) 


Der Zweck vorliegender Arbeit, die wir in standigem Kon- 
takt und mit der Unterstiitzung von Ch. Dhéré (Freiburg, Schweiz) 
und A. C. Redfield (Cambridge, Massachusetts) durchfiihrten, war 
zu entscheiden, ob Himocyanine verschiedener Herkunft in ihrer 
elementaren Zammensetzung erhebliche Unterschiede zeigen oder 
nicht. Unwillkirlich dringt sich der Vergleich mit den Himo- 
globinen auf, die, wenn sie unter den gleichen Bedingungen dar- 
gestellt und analysiert wurden, unbeschadet ihrer Herkunft an- 
nihernd die gleiche Zusammensetzung zu zeigen scheinen.?) 
Wenigstens weisen die C-, H- und N-Werte nur geringe Schwan- 
kungen auf und die stirker abweichenden S- und Fe-Werte 
scheinen durch Verunreinigungen mit anderen KiweiBkérpern oder 
in der Analytik begriindet zu sein. 

Die Hauptschwierigkeit scheint uns bei beiden Kérperklassen, 
nimlich den Himoglobinen und den Hamocyaninen, in dem Pro- 
blem der Reindarstellung zu liegen, wobei wir aber der Ansicht 
sind, daB die Verhiltnisse bei den Himocyaninen bedeutend 
giinstiger liegen. Es finden sich nimlich in der Literatur wieder- 
holt Angaben’), daB die Himocyanine die einzigen Kiweibkérper 





1) Vgl. modernere Lehrbiicher, z. B. Oppenheimer, Handbuch der 
Biologie, 2. Aufl. Bd. I, S. 428. 

*) Hinsichtlich Literaturangaben méchten wir uns auf ein Minimum 
beschrinken und nur darauf hinweisen, daB in Balde eine Ubersicht 
(Review) itiber das Gebiet der Hiimocyanine aus A. C. Redfields berufener 
Feder erscheinen wird. 
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der betreffenden Blutart seien, und dann kommt noch hinzu, daB 
sich Hamocyanine auf recht verschiedene Art aus dem Blute 
isolieren lassen, z. B. durch Ausfallen beim isoelektrischen Punkt, 
durch langandauernde Dialyse allein, durch Elektrodialyse, durch 
Krystallisation mit Ammonsulfat. Wenn man nun, wie dies gleich 
im voraus gesagt sel, bei unter recht verschiedenen Bedingungen 
— sei es aus dem gleichen, sei es aus verschiedenem Blut — 
dargestellten Priparaten zu Cu-Werten gelangt, die bis auf 
weniger als + 0,01 °/, tibereinstimmen, so spricht dies doch sehr 
dafiir, daB tatsichlich reine, auch in den anderen Elementwerten 
vergleichbare Praparate vorliegen. Wir suchten also der Frage, 
inwieweit die Art der Isolierung des Himocyanins auf die ele- 
mentare Zusammensetzung einen EKinfluB hat, dadurch Herr zu 
werden, daB wir, wo dies méglich war, Himocyaninpriiparate der- 
selben Blutart auf méglichst verschiedene Art darstellten und 
reinigten. So haben wir bei Oktopus sechs verschiedene, bei 
Helix deren vier, bei Limulus zwei analysiert und konnten zeigen, 
daB trotz verschiedener Isolierung doch weitgehende, die Fehler- 
grenzen in den meisten Fallen kaum iibersteigende Uberein- 
stimmung herrschte. 

Kine weitere Frage, die uns anfangs Schwierigkeiten ver- 
ursachte, war, ob man die Priaparate in lufttrocknem Zustande, 
oder bei 105° getrocknet, analysieren soll. Wir haben dariiber 
schon in unserer ersten Mitteilung iiber diesen Gegenstand’) 
berichtet. Entgegen unserer damaligen Ansicht sind wir doch 
nunmehr zur Erkenntnis gelangt, daB die Trocknung bei 105° 
vorzuziehen ist, da die Konstanz bei gewéhnlicher emperatur 
bei dem in Innsbruck auBerordentlich stark schwankenden Luft- 
feuchtigkeitsgehalt schwer und nur ungeniigend zu erzielen ist. 
Der durch die Hygroskopizitét der scharf getrockneten Priparate 
verursachte Fehler ist geringer und laBt sich leichter vermeiden, 
als die Schwankungen mit dem Feuchtigkeitsgehalt der Luft. 
Uberdies konnten wir nachweisen, daB eine Umrechnung beider 
Werte nach Bestimmung des Gewichtsverlustes beim scharfen 
Trocknen wenigstens bei den N-, S- und Cu-Werten statthaft 
ist, oder, mit anderen Worten, daB beim scharfen Trocknen tat- 
sichlich nur Wasser weggeht, das beim Liegen an der Luft wieder 
ersetzt wird, und daB also keine tiefergehende Zersetzung eintritt. 

Die durch Verschiedenheit in den analytischen Methoden 


1) Diese Z. 191, 23 (1930). 
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bzw. der Analytiker bedingten Differenzen haben wir dadurch 
beseitigt, daB alle Analysen von demselben Analytiker (F'. Hernler) 
nach derselben Methodik (Pregl) vorgenommen wurden. Uberdies 
wurden in einigen Fallen noch die uns besonders wichtig 
scheinenden Cu-Werte durch die Assistentin Redfields, Mif 
Ingalls, nach anderer Methode kontrolliert. Die Ubereinstimmung 
war eine hervorragende, alle Erwartung iibertreffende und er- 
streckte sich bei denselben Priparaten meist bis auf wenige 
Tausendstel Prozent. 


Da wir iberdies simtliche Analysen ,,blockierten“, d. h. durch 
dazwischengeschaltete Analysen von sicher reinen Testsubstanzen 
uns stets von dem einwandfreien Funktionieren unserer Analytik 
iiberzeugten, so glauben wir, daf unsere Resultate wohl Ver- 
trauen verdienen. Die fiir jedes einzelne Hamocyanin angegebenen 
Durchschnittswerte, oder besser gesagt wahrscheinlichsten Werte, 
sind unter Zugrundelegung aller in Betracht kommenden Faktoren, 
wie z. B. Beriicksichtigung der Testanalysen, der voraussichtlichen 
Reinheit der Substanz, kurzum sozusagen nach bestem Wissen 
und Gewissen und nicht als mechanisch errechnete Durchschnitts- 
werte gewonnen. Hinsichtlich aller Hinzelheiten, die fiir die 
Beurteilung unserer Analytik maSgebend sind, sei auf die weiter 
unten folgenden Angaben verwiesen, hier méchten wir nur den 
Gesamtiiberblick iiber unsere Resultate voranstellen. 


Wabhrscheinlichste Werte fiir bei 105° getrocknete Himocyanine: 


Helix pomatia. . . . C 534 H6,9 N 15,15 S$ 0,76 Cu 0,24, °%, 
Busycon canaliculatum ,, 53,5 ,, 6,6, ,, 15,9 » 128 , O96, *), 
Oktopus vulgaris .. , 53,4 ,, 6,9; ,, 15,9 , 1,04 ,, 0,25 %, 
laleo wee sn coe | 8S , O68 CO, BH Cy am Oe 4, 
Limulus Polyphemus . ,, 53,4 ,, 6,9 ,, 169 , 1,10  ,, 0,17, °/, 
Homarus americanus . ,, 53,07 ,, 6,8, ,, 16,78 ,,0,90  ,, 0,18, °/, 


In dieser kurzen Ubersicht erscheint uns am bemerkens- 
wertesten, daB die vier untersuchten Mollusken den praktisch 
gleichen Cu-Wert, nimlich 0,25 °/, (+ 0,01 °/,) haben. Die beiden 
Arthropoden haben untereinander wieder denselben Wert, nim- 
lich etwa 0,17 °/,, der fast genau */, des Wertes der Mollusken 
betragt. Hieraus weittragende Schliisse zu ziehen, halten wir 
aber fir nicht zulassig, da andererseits Vertreter derselben 
Klasse in ihren physikalischen Eigenschaften und in der Sauer- 
stoffdissoziationskonstante weitgehende Differenzen zeigen und 
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wieder Vertreter verschiedener Klassen in einzelnen Belangen 
iibereinstimmen. Auch die S- und N-Werte lassen keine weiter- 
gehenden SchluBfolgerungen zu. Wir méchten nur feststellen, 
daB die S-Werte durchwegs um etwa das Doppelte héher sind, 
wie die bei den Hamoglobinen gefundenen, wihrend die Cu- Werte 
niedriger sind, wie die Fe-Werte der Haimoglobine. Das Mole- 
kularverhaéltnis S: Cu ist also in den Himocyaninen ein ganz 
anderes als das Verhiltnis S: Fe in den Hamoglobinen. Die 
N-Werte zeigen bei den einzelnen Hiimocyaninen Schwankungen, 
die sicherlich gréB8er sind, als die durch den Reinheitsgrad und die 
analytischen Fehler bedingten. Die C-Werte liegen mit Aus- 
nahme von Loligo recht einheitlich und sind durchweg um 
etwa 1°/, niedriger als bei den Himoglobinen. Den aus der 
Reihe fallenden S-Wert bei Helix kénnen wir nicht ignorieren, 
da er sich auf drei Analysen stiitzt, die untereinander nur um 
+0,02°/, differieren, obwohl sie bei zwei verschiedenen Pri- 
paraten sowohl lufttrocken als auch bei 105° getrocknet aus- 
gefiihrt wurden. 


Helix pomatia. 

Wie bereits eingangs erwéhnt, haben wir iiber die Analyse von vier 
reinen Helix-Himocyaninen, die uns Prof. Ch. Dhéré (Fribourg, Schweiz) 
zur Verfiigung stellte, bereits in einer friiheren Mitteilung berichtet. Es 
handelte sich damals um lufttrockene Substanz. Als Durchschnittswerte 
der untereinander recht gut stimmenden Priaparate umgerechnet auf Grund 
des Wasserverlustes auf bei 105° getrocknete Substanz gaben wir damals an: 

C 52,08 H6,72 N 1521 $0,76 Cu 0,26%. 


Da uns inzwischen doch begriindete Bedenken kamen, ob die Analyse 
in lufttrocknem Zustand je nach dem Feuchtigkeitsgehalt der Luft nicht 
doch zu groBe Schwankungen aufweise, sowie um iiberhaupt festzustellen, 
wie weit die Umrechnung von lufttrockener Substanz in solche, die bei 
105° getrocknet wurde, statthaft sei, haben wir eines der Dhéréschen 
Priparate, es handelt sich um das mit Ryncki dargestellte, das wir seiner- 
zeit mit Nr. III bezeichneten, nunmehr bei 105° getrocknet und analysiert. 
Die Resultate waren folgende'): 
































C H Asche N S Asche Cu 
pe “lo "lo  F %l *, y a. cae 
53,26 6,94 0,285 15,20 0,782 0,32 0,226 
53,59 6,87 0,31 15,08 0,743 0,366 0,263 
0,244 





1) Die detaillierten Angaben dieser und aller folgenden Analysen, wie 
auch die genaue Beschreibung der Herstellung und Reinigung der ver- 
schiedenen Hiimocyaninproben kénnen wir aus Raummangel nicht bringen, 
sind aber stets bereit diesbeziigliche Auskiinfte zu erteilen. 
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Man sieht, daB sich diese von den bei der Analyse lufttrockner Sub- 
stanz gewonnenen und dann umgerechneten Zahlen nur im C- Wert betricht- 
lich unterscheiden. SchlieBlich sei erwihnt, daB wir auch Schneckenhimo- 
cyanin, das durch Koagulation des frischen Blutes ohne weitere Reinigung 
gewonnen war, analysierten. Auch dieses Rohprodukt zeigte keine wesent- 
lichen Differenzen, der Cu-Wert lag bei 0,232 °/,, der S-Wert war aller- 
dings infolge Vorhandenseins von fast 2°/, Asche unbrauchbar. 


Busycon canaliculatum. 


Das von uns analysierte Priparat wurde uns von Prof. A. C. Redfield 
(Harvard-University, Cambridge, Massachusetts) zur Verfiigung gestellt. 

Die Darstellung erfolgte aus Busyconblut, das, etwa mit der fiinf- 
fachen Menge Wasser verdiinnt, dreimal beim isoelektrischen Punkt mit 
n/100-HCl gefallt wurde, wobei das Liésen jeweils in n/100-NaOH erfolgte. 

Uber die Eigenschaften des Produkts duBert sich Prof. Redfield 
noch folgendermaBen: ,,Eine kleine Probe des Niederschlages (gemeint ist 
das noch feuchte Endprodukt) zeigt Spuren von Chlorid, das letzte Wasch- 
wasser enthélt Spuren von Chlorid, aber kein Sulfat. Das trockene Pro- 
dukt teilweise in n/50-NaOH gelést, gab eine violette Lésung, die bei Zu- 
gabe von Natriumhydrosulfid farblos wurde, aber ihre Farbe beim Schiitteln 
an der Luft wiederbekam. Dies weist darauf hin, da8 ein betrichtlicher 
Teil des Hémocyanins sich reversibel mit Sauerstoff, selbst nach dem 
Trocknen, verbinden kann. Der noch feuchte Niederschlag der letzten 
Fallung lost sich vollstindig und gibt eine purpurfarbige Lésung. Ich 
denke, daB kein Zweifel dariiber bestehen kann, da’ das Hamocyanin 
durch den ProzeB der Darstellung nicht wesentlich veriindert wurde.“ 

Die Analyse des bei 104° getrockneten Produktes ergab: 









































C H Asche N S Asche Cu 
lo lo %o "lo %o "lo , lo 
53,65 6,56 0,42 | 15,85 15,86] 1,236 0,36 | 0,248 
53,53 6,76 0,30 415,92 16,03] 1,231 0,38 | 0,248 


Die Aschengehalte schwankten zwischen 0,30 und 0,42°/,, woraus 
ersichtlich ist, daB das Priiparat aufer der CuO-Asche nur geringe Mengen 
fremder Asche (GréBenordnung etwa 0,1 °/,) enthiilt. 

Die Kupferwerte wurden auBerdem von der Assistentin Prof. Redfields, 
Miss Ingalls kontrolliert.’) Sie fand: 0,2448; 0,2413; 0,2447; 0,2418 °/, Cu. 


Oktopus vulgaris. 


Das Material verdanken wir der Liebenswiirdigkeit M. Henzes und 
seines Assistenten R. Stéhr, die uns das Blut an der Zoologischen Station 
in Neapel im Friihjahr 1932 beschafften. Die Entnahme des Blutes erfolgte in 





1) Methode v. Redfield, Coolidge und Shotts, J. of biol. Chem. 
76, 185 (1928). 
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der bekannten, von Henze schon in seiner ersten Mitteilung’) angegebenen 
Art. Wir erhielten das Blut sowohl in Form einer Paste, d. h. mit Ammon- 
sulfat im UberschuB versetzt, als auch in natiirlichem Zustand, nur durch 
Zugabe einer Spur Natriumfluorid konserviert. 

Aus diesem Material stellten wir uns sechs verschiedene Priparate zur 
Analyse dar. 

I. Das natiirliche, mit einer Spur Natriumfluorid konservierte Blut 
wird mit der fiinffachen Menge Wassers verdiinnt, durch weiches und 
hartes Filter filtriert und nach Versetzen mit der gleichen Menge Alkohol, 
wie urspriinglich Blut vorhanden war, bei 70° koaguliert. Die Koagulation 
tritt rasch und fast vollstindig ein, ein Beweis dafiir, daB Henzes An- 
sicht, wonach Oktopusblut keine nicht koagulierbaren organischen Sub- 
stanzen auBer dem Himocyanin enthalte, richtig ist. Das Koagulat wurde 
abzentrifugiert, wiederholt mit doppelt destilliertem Wasser und dann mit 
Alkohol angeriihrt und schlieBlich bei sehr langsam steigender Temperatur 
bis 105° zur Konstanz getrocknet. Es ist in feuchtem Zustande blaBblau, 
in getrocknetem Griin gefirbt. 

II. Himocyanin—Ammonsulfatpaste (erhalten durch Versetzen des Blutes 
mit iiberschiissigem Ammonsulfat) wurde in der eben nétigen Menge 
Wassers gelést, mit '/, des Volumens Alkohol versetzt und durch Erwirmen 
auf 70° koaguliert. Das Koagulat wird nach lingerm Stehen abzentrifugiert, 
wiederholt mit Wasser angeriihrt, damit das Ammonsulfat in Liésung gehen 
konnte und auf Glasfilter (Porenweite 4 p) abfiltriert. Nach sechsmaligem 
Waschen war keine Sulfatreaktion mehr nachweisbar. Nun wurde noch- 
mals mit Wasser und dann mit Alkohol gewaschen und schlieBlich bei 
105° zur Konstanz getrocknet. Aussehen der Probe wie bei I. 


III. Ammonsulfatpaste, in der eben nétigen Menge Wassers geldst, 
wird bis zur Sulfatfreiheit durch Kollodium dialysiert, dann weich und hart 
filtriert und endlich nach Versetzen mit etwa ?/, des Volumens Alkohol 
koaguliert, wobei zwecks vollstindiger und groéberer Fallung bis 82° ge- 
gangen wurde. Wie oben gewaschen und bei 105° getrocknet. 

IV. Eine etwa drei Monate lang durch Kollodium dialysierte Lésung 
der Ammonsulfatpaste wurde weich und hart filtriert und nach dem von 
Redfield geiibten Verfahren (vgl. bei Limulus) mit n/100-Salzsiiure zur 
Abscheidung gebracht, abzentrifugiert und wie tiblich mit Wasser und Al- 
kohol gereinigt. Trocknung erfolgte bei 105° 

V. Ammonsulfatpaste wird in etwa dem 1'/, fachen Volum Wasser 
gelést, und mit gesittigter Ammonsulfatlésung bis zum Auftreten einer 
Triibung versetzt, diese mit Wasser wieder in Lisung gebracht, nochmals 
hart filtriert und an einem kiihlen Ort in einer Porzellanschale nach Zu- 
satz von einigen Tropfen verdiinnter Essigsiiure (nach Henze) krystallisieren 
gelassen. Nach mehrwéchigem Stehen wurden die Krystalle abzentrifugiert. 
Bei einem Versuch, mit Wasser zu waschen, gingen sie sofort in Lésung. 
Diese Lésung wurde dialysiert, wobei entgegen den Angaben Henzes das 
Hiimocyanin sich fast quantitativ ausscheidet. Nun wurde nach dem Ab- 
zentrifugieren mit Wasser und Alkohol in der iiblichen Weise gereinigt und 
endlich wieder bei 105° getrocknet. 








1) Diese Z. 33, 370 (1901). 
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VI. Die Krystallisation erfolgte wie bei V. Statt aber die Krystalle 
mit Wasser aufzunehmen, werden sie, wie Henze dies beschreibt, mit 
Ammonsulfatlésung gewaschen, dann erst in Wasser gelést und wieder 
durch Dialyse gefillt. Die Lésung zeigt Sulfatfreiheit kurz nach Beginn 
der Abscheidung wihrend der Dialyse, was einen Hinweis dafiir bietet, 
da8 die Fillung eben durch Dialyse und nicht durch die Sulfatkonzentration 
erfolgt. Weitere Aufarbeitung und Trocknung wie oben. 

















C H Asche N Ss Asche Cu 
"lo oe a, ee: Le ee eed, ee ee 
I. 53,04 | 6,90 1,09 15,91 1,000 0,902 0,241 


Il. | 53,57 | 6,95 0,354 15,65 1,050 0,553 0,239 
Ill. | 53,09 | 6,76 0,852 15,84 1,026 0,615 0,230 























ee : ' 5 0,293 
IV. | 53,28 | 6,85 0,690 16,00 — a“ (0,356) 
V. | 53,57 | 6,95 0,300 15,84 1,053 0,323 0,253 
VI.}} 53,86 | 6,94 0,095 16,01 st _ 0,259 


Von unseren sechs Priiparaten erscheinen uns die Priparate V. und VI. 
vermége ihrer Darstellungsart am vertrauenswiirdigsten. Unter Beriick- 
sichtigung dieses Umstandes erhielten wir die in der eingangs angegebenen 
Ubersichtstabelle berechneten Werte. 


Loligo pealei (Squid). 


_ Das Priparat wurde uns von Prof. Redfield zur Verfiigung gestellt. 
Uber Eigenschaften und Darstellungsweise diuBert sich Redfield wie folgt: 


Meine Versuche, dieses Material durch Krystallisation mit Ammon- 
sulfat zu reinigen, wie wir es bei Albuminen taten und wie Henze es bei 
Oktopus durchfiihrte, waren nicht erfolgreich. Das Material krystallisierte 
zwar gut, aber nach dem Wiederauflisen hatten die Lésungen eine matt- 
griine Farbe, was ein Zeichen dafiir war, daB die chemische Natur des 
Himocyanins sich verindert hatte. Wohl aber beobachtete ich, daB das 
Squid Hamocyanin in destilliertem Wasser in der Nihe des isoelektrischen 
Punktes unléslich ist und daher durch die gewéhnlich bei Globulinen an- 
gewandte Methode, wie es auch bei Limulus und Busycon der Fall war, 
gereinigt werden kann. Die Endpriparate haben eine klare blaue Farbe, 
wenn man sie in sehr verdiinntem Alkali lést und scheinen daher durch 
die Methode der Darstellung nicht zersetzt worden zu sein.“ 


Die Reinigung erfolgte daher wieder durch Fiallung beim isoelek- 
trischen Punkt mit n/100-HCl, wobei das Lésen diesmal im Gegensatz zu 
Busycon in n/50-NH, erfolgte, wobei die ganze Operation zweimal wieder- 
holt wurde. 





‘) Die auf Analyse VI folgende Testanalyse fiel zu hoch aus. Be- 
riicksichtigt man diese Testanalyse, so ergibt sich ein C-Wert von nur 
58,31 9/5. 
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C H Asche N R Asche Cu 
le lo “lo %o A Fo Io 
52,79 6,79 0,25 15,72 1,194 0,356 0,267 
52,79 6,97 0,06 15,79 ith mn 0,265 
52,78 6,78 0,09 ha am oa sa 


Die Kupferwerte wurden auch durch Prof. Redfields Assistentin, 
Miss Ingalls kontrolliert. Miss Ingalls fand: 


Cu 0,258, 0,260, 0,260, 0,259 °/,. 


Limulus Polyphemus. 


Von diesem Himocyanin haben wir zwei Priparate analysiert. Das 
erste wurde uns in Form einer Paste, erhalten durch Ubersiittigen filtrierten 
Blutes mit Ammonsulfat, von Prof. Redfield zur Verfiigung gestellt. Wie 
wir uns durch orientierende Analysen iiberzeugten, bestand diese Paste zu 
etwa 60°/, aus Wasser, 25°/, Ammonsulfat, 3°/, fremder Asche und 12°/, 
Himocyanin. Die Isolierung des letzteren erfolgte in der Weise, da8 wir 
die Paste in der 3'/,fachen Menge destillierten Wassers suspendierten und 
durch Kollodium gegen destilliertes Wasser dialysierten. Dabei schied 
sich das Hiimocyanin allmiihlich als heller, amorpher Niederschlag ab. 
Nach 12 Tagen wurde abzentrifugiert und durch Aufblasen trockner fil- 
trierter Luft getrocknet, nachdem das Priiparat wiederholt durch Auf- 
schlimmen mit destilliertem Wasser gewaschen worden war. Beim Trocknen 
ging die Farbe in Griin iiber und das lufttrockne fein pulverisierte End- 
produkt glich weitgehend dem trocknen Hiimocyanin von Helix pomatia. 
(Fraktion I.) 


Die vom Zentrifugat abgegossene Fliissigkeit wurde weiter dialysiert 
und schied allmihlich noch etwa die gleiche Menge Niederschlag ab, der 
wie der erste gewaschen und getrocknet wurde. (Fraktion II.) 

Weiteres Dialysieren lieferte keine nennenswerten Substanzmengen mehr. 

Die Analyse beider Fraktionen, die bis zur annihernden Konstanz 
lufttrocken waren, ergab: 





C H | Asche N S Asche Cu 
%o “lo Fo “lo "lo "lo °/o 
Fraktion I..... 47,22 | 7,04 0,72 115,09 | 0,98 0,56 {0,15 

Fraktion II .... |47,41 | 6,94 | 0,32 | 15,10 | 0,96 | 0,38 ]0,16; 0,16 
































Unsere Analysen beziehen sich, wie seinerzeit die von Hiimocyanin 
von Helix pomatia, auf lufttrocknes Material. Um nun Vergleichswerte mit 
einem bei 110° getrockneten Material zu bekommen, haben wir in einer 
separaten Probe den Gewichtsverlust beim Trocknen bei 110° bis zur Ge- 
wichtskonstanz bestimmt. Derselbe ergab sich zu 11,79°/,. Wenn wir nun 
die Analyse unserer Fraktion II, welche wir, wegen des geringeren Aschen- 
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gehaltes, fiir das reinere Produkt halten, umrechnen, unter der Annahme, 
da8 der Gewichtsverlust beim Trocknen reines Wasser sei, so erhalten wir: 


C 53,75 H5,95 N17,12 841,09 Cu 0,18%, (Asche 0,36%,). 


Die zweite Probe wurde uns von Prof. Redfield zur Verfiigung ge- 
stellt. Uber die Isolierung und Reinigung des Himocyanins sei folgendes 
bemerkt: 

Die Isolierung des Hiimocyanins erfolgte durch Fillung mit halb- 
gesiittigter Ammonsulfatlésung und nachheriges Lésen in 5°/,iger, wiBriger 
Ammonsulfatlésung (pq etwa 8). Dann wurde wieder mit Ammonsulfat 
und Ammoniak gefillt und bis zur Sulfatfreiheit dialysiert. Die Reinigung 
erfolgte durch zweimalige Fillung beim isoelektrischen Punkt mit n/100- 
HCl, worauf die Probe in n/50-NaOH eben gelést und das Hiimocyanin 
durch Eindampfen erhalten wurde. 

Dieses, von Redfield mit Limulus 21 A bezeichnete Material haben 
wir nun bei 104° zur Konstanz getrocknet und analysiert. Die Resultate 
waren: 
































C H Asche N S Asche Cu 
°lo lo a _. 3 et ee Ste "lo 
52,93 6,86 1,51 16,84 1,096 1,39 0,177 
53,24 6,93 1,23 16,66 1,091 1,542 0,170 


Die Kupferwerte wurden iiberdies durch Redfields Assistentin Miss 
Ingalls nach der Methode von Redfield, Coolidge und Shotts’) kon- 
trolliert. Sie fand: Cu 0,1729, 0,1725, 0,1731, 0,1707°/,. 

Bei kritischer Betrachtung der vorliegenden Analysenwerte labt sich 
etwa folgendes sagen: Bei Redfields Reindarstellung wurde die letzte 
Fallung in n/50-NaOH gelést. Dies mu8 natiirlich einen Gehalt des End- 
produktes an fremder Asche bedingen, die sich rechnerisch aus der Menge 
der zur Fallung nétigen HCl und aus der Analyse in guter Ubereinstim- 
mung mit etwa 0,7°/, als Na,O gerechnet, ergibt. Unser durch Dialyse 
gewonnenes Produkt enthilt hingegen nur Spuren fremder Asche. Die 
Auswirkung des Aschengehaltes wird sich in gréBerem Mae nur beim 
C-Wert, in geringerem beim N-Wert geltend machen, S- und Cu-Wert 
werden aber kaum beriihrt. In Auswertung dieser Tatsache méchten wir 
als wahrscheinlichste Durchschnittswerte des Redfieldschen Produktes 
annehmen: 

C534 H69 =N169 §$1,10 Cu 0,173%,. 

Diese Werte stimmen mit unserem Priparat, mit Ausnahme des H- 
Wertes, auf den sich bei der Umrechnung der lufttrocknen Substanz wohl 
alle Fehler konzentrieren, nicht unbefriedigend iiberein. 

Ein Wort sei schlieBlich noch zum §8-Wert bemerkt. Hier ist die 
fremde Asche bei der Bestimmung nach Pregl natiirlich von vornherein 
verdichtig. Da aber unsere vier S-Werte bei beiden Priparaten so weit- 
gehend iibereinstimmen, glauben wir doch auch dem S-Wert vertrauen zu 
diirfen. 





') J. of biol. Chem. 76, 185 (1928). 
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Homarus americanus (Lobster). 


Das Analysenmaterial wurde uns in dankenswerter Weise von Prof. 
Redfield zur Verfiigung gestellt und war von ihm in folgender Weise 
gereinigt worden: 

Das Blut wurde durch Riihren defibriniert, dann zur Entfernung von 
carotinoiden Pigmenten mit Chloroform extrahiert und filtriert. Dann wurde 
gegen n/10000-NaOH dialysiert, und nach 6 Tagen, als die Dialyse voll- 
stindig war, filtriert. Nun wurde durch Zugabe von 420cem n/100-HCl 
und 384 ecm Wasser zu 145 ccm Hiimocyaninlésung gefillt und abzentri- 
fugiert. Der Niederschlag warde in 57 cem n/50-NaOH aufgenommen, 
filtriert, und aus einem Totalvolum von 950 ccm neuerlich gefiillt. Nach 
abermaliger Wiederholung dieses Fillungsverfahrens erhielt Miss Ingalls 
bei der Analyse einer Probe folgende Cu-Werte: 0,1665, 0,1663, 0,1652, 
0,1675 °/o. 

Nun wurde nochmals umgefillt, und das vakuumtrockne Material 
nach Innsbruck zur Analyse geschickt. Diese Probe hatte Miss Ingalls 
folgende Cu-Werte ergeben: 0,171, 0,171, 0,173 °/,. 

Dieses Material haben wir nach der Trocknung zur Gewichskonstanz 
bei 105° analysiert: 

8 


























C H Asche N S Asche Cu 
eS ae */o °/o a ee TN ac 
52,99 6,83 0,24 116,83 16,78] 0,907 0,23 0,189 
53,14 6,86 0,25 16,73 16,79] 0,895 0,23 0,187 


Hinsichtlich des Cu-Wertes teilt uns Prof. Redfield noch folgendes 
mit: Eine Probe des von uns analysierten Materials wurde noch dreimal, 
im ganzen also sechsmal, beim isoelektrischen Punkt umgefillt. Die Ana- 
lysen von Miss Ingalls ergaben: 

Cu 0,1756, 0,1766, 0,1738, 0,1761 °/,. 

Redfield und Ingalls haben noch eine andere Darstellung von 
Hummer-Hiimocyanin ausgefiihrt, indem sie dreimal mit Ammonsulfat aus- 
salzten und dann beim isoelektrischen Punkt dreimal mit n/100-HC1 fiillten. 
Die Cu-Werte dieses Priiparates waren: 0,1689, 0,1687, 0,1675°/,. Ein Teil 
dieses Materials wurde noch dreimal am isoelektrischen Punkt ausgefiillt 
und ergab dann: 

Cu 0,1712, 0,1729, 0,1724 0,1730 °/,. 

SchlieBlich ergab ein dreimal mit Ammonsulfat ausgesalzenes und 

neunmal beim isoelektrischen Punkt gefiilltes Material: 


Cu = 0,1745, 0,1741, 0,1745, 0,1754 °/,. 
Wir sind der Ansicht, da8 die geringfiigigen Differenzen der Cu-Werte, 
die bei uns etwa 0,01°/, héher liegen, nicht durch das Material, sondern 
durch die Methodik der Analyse begriindet sind. 
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Enthalten die Himocyanine auBer Kupfer noch andere Metalle? | 


Von 


A. Gatterer S.J. und E. Philippi. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitét Innsbruck.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Februar 1933.) 


Die voranstehende Arbeit des einen von uns in Gemeinschaft 
mit Hernler hat ergeben, dab der Kupfergehalt der Himocyanine 
von Mollusken fast genau 0,25°/, Cu betragt, wiihrend Arthro- 
poden wie Limulus und Homarus nur ?/, dieses Wertes, nimlich 
0,18°/, Cu, aufweisen. Es war nun immerhin méglich, daB dieses 
Minus an Cu etwa durch ein anderes Metall, wir dachten vor- 
erst an Zn, Mn oder Fe, kompensiert sei. Findet sich doch 
auch in der Literatur eine Angabe von Mendel und Bradley’), 
wonach in Busycon (Sycotypus) canaliculatum Cu und Zn neben- 
einander, und zwar im Mengenverhiltnis von 5:3, vorkommen 
sollen. 

Um hier eine Entscheidung zu treffen, haben wir verschie- 
dene reine Hamocyanine, wie sie uns von der vorangehenden 
Untersuchung zur Verfiigung standen, sowie auch eingetrocknete 
Blutproben direkt, ohne jede weitere Reinigung, spektroskopisch 
untersucht. Es handelte sich hierbei um die Hamocyanine von 
Helix, Busycon, Limulus und Homarus, sowie um eingedickte 
Blutproben von Limulus und Busycon. 

Der Gang der Untersuchung war folgender: Gemessene 
Mengen der Substanzen wurden im Porzellantiegel unter Zusatz 
von Salpetersiiure und Salzsiiure (um ein Fliichtiggehen von re- 
duziertem Zink zu vermeiden) verascht, die Asche mit Wasser 
aufgenommen und das Funkenspektrum dieser Liésung photo- 
eraphiert. Als Spektrograph diente das festarmige Zweiprismen- 
instrument von Zeiss mit Quarz- und FluBspatausriistung. Zur 
Speisung der Funkenstrecke fand ein gréBeres Induktorium 
Verwendung. Im Schwingungskreise lagen eine Kapazitét von 





) Amer. J. Physiol. 17, 167 (1906). 
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Enthalten die Hiimocyanine auBer Kupfer noch andere Metalle? 19] 


etwa 10,000 cm und eine Selbstinduktion mit 30 Windungen, 
Durchmesser 8 cm. Als Elektroden kamen Reinkohlen (Zeiss) 
zur Anwendung. Die Aushéhlung der unteren Kohle wurde mit 
der Probe, bzw. mit der Vergleichslésung beschickt, nachdem das 
C-Funkenspektrum aufgenommen war. In der Liangsrichtung des 
Plattenformates 6:9 kam der gesamte Ultraviolettbereich bis 
etwa 2200 AE. zur Darstellung. 

Was die Empfindlichkeit unserer Versuchsanordnung anlangt, 
so ergab sich, daB von jenen Elementen, die giinstig gelegene 
charakteristische Linien aufweisen, wie Zn und Cu, noch Mengen 
von 0,01°/,, gerechnet auf die angewandte ‘Trockensubstanz, also 
das betreffende Himocyanin, mit Sicherheit feststellbar waren, 
wahrscheinlich sogar wenige Tausendstel Prozente. Beim Fe 
mag die Grenze wegen des Vorhandenseins von Spuren in der 
Kohle etwas héher, sicher aber auch in der GréBenordnung von 
hundertstel Prozenten gelegen sein. SchlieBlich konnten wir auch 
nachweisen, da z. B. die Anwesenheit von 0,1°/, Mg noch den 
Nachweis von 0,01°/, Zn mit Sicherheit gestattet. 


Unsere Resultate waren nun folgende: 

Haimocyanine: Darstellung und Herkunft der Proben vgl. 
voranstehende Arbeit. 

Helix pomatia: Cu-Linien sehr intensiv, andere Metalle mit 
charakteristischen Linien in Mengen von iiber 0,01°/, sicher nicht 
vorhanden. 

Busycon canaliculatum: ebenso, vielleicht Spuren von Na, 
unter 0,01°/,, Zink sicher nicht vorhanden. 

Limulus polyphemus: a) Priiparat Redfield. Cu sehr intensiv, 
Na und Ca sicher in erheblichen Mengen vorhanden, was nach 
der Darstellungsart selbstverstindlich ist. Zn sicher vorhanden, 
aber nur in Mengen, die wir auf unter 0,005°/, schitzen. 

b) Priparat Hernler-Philippi. Cu sehr intensiv, Ca vor- 
handen, Na nicht. Spur Zink (unter 0,005°/,). 

Homarus americanus: Nur Cu intensiv, alles andere nicht 
nachweisbar, daher sicher unter 0,005°/). 

Blut direkt: Es handelte sich um Proben, bei denen eine 
Einschleppung von Zn bewuft vermieden worden war. 

Busycon canaliculatum: Cu sehr deutlich, groBe Mengen von 
Mg, Ca, Na. Hingegen Zn, Mn nicht nachweisbar, Fe sicher 
nicht in betriichtlicher Menge. 

Limulus polyphemus: Cu sehr deutlich, groBe Mengen von 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVI. 9 
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122 Gattereru. Philippi, Enthalten die Himocyanine auBer Kupfer usw. 


Mg, Ca, Na. Hingegen Zink oder andere Metalle nicht nach- 
weisbar. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen: Die Himocyanine aller 
von uns untersuchten Arten enthalten auBer Cu kein im Molekiil 
verankertes Metall. Die auf spektroskopischem Wege nachweis- 
baren anderen Elemente stammen sicher von Verunreinigungen, 
die aber, mit Ausnahme von Spezialfillen, wie Limulus 21 A, 
dessen Darstellung ja einen Na-Gehalt unvermeidlich macht, 
sicher nicht 0,01°/, des Himocyanins iiberschreiten. 

Interessant und lehrreich erscheint uns der Fall des Limulus, 
wo wir in den gereinigten Himocyaninproben Zn mit Sicherheit 
nachweisen konnten, im eingedickten Blut aber nicht. Wie wir 
nachtriiglich feststellten, war unser aus Amerika bezogenes 
Material (Ammonsulfatpaste aus Limulusblut) in einem GlasgefaB 
mit Metalldeckel (Zn-haltig?) verschlossen gewesen. Wir glauben 
nun, daB der geringfiigige Kontakt der ammoniakalisch riechenden 
Paste mit dem Metalle geniigt haben dirfte, um Spuren von 
Zinkat in Lésung zu bringen, die sich auch bei der folgenden 
Reinigung nicht mehr entfernen lieBen. Das eingedickte Blut, 
bei dem auf Zinkfreiheit genau geachtet wurde, war aber frei 
von diesem Metall. 

Durch die Einschleppung von Zink erkléren wir auch die 
Angaben von Mendel und Bradley, die wir nicht bestitigen 
konnten. 
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Uber Emulsin. XI.?) 
Von 


B. Helferich und 0. Lang. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Februar 1933.) 


Da Methylglykoside hiufig wesentlich langsamer als die ent- 
sprechenden Phenolglykoside gespalten werden, so ist die Fest- 
stellung: ,ein Glykosid wird durch ein bestimmtes Fermentpriparat 
nicht gespalten“ recht unsicher, sofern fiir diesen Versuch nur 
das Methylglykosid, nicht ein Phenolglykosid verwandt ist. Da es 
fir die Frage der Wirksamkeit des Emulsins und seiner Fermente, 
speziell der f-Glucosidase, wesentlich ist, festzustellen, welche 
Anderungen im Zuckeranteil des Glucosids ,,Nicht“-Spaltbarkeit 
bedingen, so ist in dieser Arbeit, als Ergiinzung einer friiher er- 
schienenen?), das 3-Methylither-phenol-f,d-glucosid (I) hergestellt 
und auf seine Spaltbarkeit durch Mandelemulsin®) gepriift: Auch bei 
hoher Fermentkonzentration und langer Versuchsdauer ist keine 
Spaltung beobachtet worden. Die Methylierung des 3-Hydroxyls 
macht also £,d-Glucoside fiir die #-Glucosidase des Mandelemul- 
sins ,unangreifbar“. Die in der letzten Arbeit kurz erérterten 
Kinschrinkungen gegen eine solche absolute Aussage’) gelten auch 
fiir diese Arbeit. Aus den quantitativ durchgefiihrten Versuchen 
liBt sich eine Grenze fir diese ,,Nichtspaltbarkeit“ errechnen. 


H, H H O-CH, H H 
i0.06.0-6._—.0.-0-0.-. 8, 
(I) OH H OH 
Oo— 

Bei dieser Gelegenheit ist auch die Frage gepriift, welchen 
KinfluB die vor einiger Zeit beschriebene neue Reinigungsmethode *) 
der £-Glucosidase des Emulsins auf die in dem Mandelemulsin 
gleichzeitig vorhandene diastatische Wirkung hat. Bei einem durch 
Adsorption gereinigten Mandelemulsin hat Josephson eine er- 
hebliche Minderung der diastatischen Wirkung feststellen kénnen.*) 
Bei dem nach der Silbermethode’) gereinigten Emulsin konnte in 
g* 
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124 B. Helferich und O. Lang, 


den unten angegebenen Versuchen iiberhaupt keine diastatische 
Wirkung mehr nachgewiesen werden, wihrend das Ausgangmaterial, 
das Rohemulsin, Stiirke zu spalten imstande war. 


Damit ist eine — praktisch vollstindige — Reinigung der | 
B-Glucosidase des Mandelemulsins von diastatischer Wirkung | 


gegliickt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, 
besonders aber der Rockefeller-Foundation sind wir fiir 
Unterstiitzung dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 


3-Methyl-(phenol-/, d-glucosid). 


In eine auf dem Wasserbad hergestellte Schmelze von 19,0 g 
Phenol (4 Mol.) mit 0,5 g p-Toluolsulfosiure werden 18g #-Tetra- 
acetyl-3-methyl-d-glucose’) (1 Mol.) eingetragen, unter dauerndem 
Riihren die Masse 40 Min. auf dem siedenden Wasserbad erhitzt®), 
mit 225 ccm Benzol aufgenommen, diese Lésung nach mehrmaligem 
Waschen mit Wasser, mit 2 n-Natronlauge und wieder mit Wasser, 
mit Chlorcalcium getrocknet, zur Trockne verdampft (u. verm. Druck) 
und der krystalline Riickstand unter Zusatz von Entfairbungskohle 
aus 75 ccm absolutem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute an fast 
reinem ‘Triacetyl-3-methyl-phenol-f,d-glucosid 7,0g, d. i. 35°/, d. Th. 
Die durch weiteres Umkrystallisieren aus absolutem Alkohol ge- 
reinigte Substanz schmilzt bei 144—145° (korr.). Sie zeigt die Lés- 
lichkeiten der Acetylzucker. 

3,958 mg Subst.: 8,353 mg CO,, 2,201 mg H,O. — 4,095 mg Subst.: 
2,372 mg AgJ (Zeisel). 

C,,H,,0, (396,19) Ber. C 57,55  H6,11 CH,O 7,83 
Gef. ,, 57,55 9, 6,22 9 1,62. 


Die Acetylbestimmung wurde durch Auflésen in etwa 100 Teilen Aceton, | 


Zugabe von n-Natronlauge im Uberschu8, 3 stiindiges Aufbewahren bei 
Zimmertemperatur, Zugabe der genau gleichen Menge n-Schwefelsiure und 
Titration der Essigsiure mit n/10-Natronlauge durchgefihrt: 


117,7 mg Subst.: 8,90 ccm n/10-NaOH. 
Ber. CH,CO 32,58  Gef. CH,CO 32,53, 
Die Drehung in Chloroform ergab 
(a]2? =— 1,85 x 2,5577/0,5 x 0,1255 x 1,465 = — 37,6° 
Die Verseifung des Acetats durch kurzes Kochen der Liésung 
in Methanol mit sehr wenig Natriummethylat®) fiihrt auch hier’) 


zu einer Monacetylverbindung, in der wir das 2-Acetyl als noch 
vorhanden annehmen, da es ,,sterisch“ geschiitzt ist. Schmelzpunkt 
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Uber Emulsin. XI. 125 


des 8mal aus Wasser umkrystallisierten und analysierten Mon- 
acetats 154—155° (korr.). 

Zur Gewinnung des acetylfreien Glucosids werden (wie bei 
der Acetylbestimmung, vgl. oben) 2,5 ¢ Triacetat in 100 ccm reinem 
Aceton gelést, 100,00 ccm 2 n-Natronlauge und 50 ccm Wasser 
zugegeben, nach 12 stiindigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur 
100,00 com 2n-Schwefelsiure zugefiigt und die Lisung unter ver- 
mindertem Druck zur Trockne verdampft. Der zuletzt iiber Pent- 
oxyd getrocknete Riickstand wird in kleinen Portionen mit im 
ganzen 250 ccm heiBem Essigester extrahiert, die vereinigten 
Ausziige nach dem Klairen mit Kohle unter vermindertem Druck 
eingedampft und die zuriickbleibende Krystallmasse aus 40 ccm 
absolutem Essigester umkrystallisiert. Ausbeute aus 3 solchen 
Ansitzen 3,2 g, d.i. 63°/, d. Th. Die noch 3 mal aus absolutem 
Kssigester (je 25 ccm) umkrystallisierte Substanz schmilzt bei 
148,5—150° (korr.). Sie ist leicht léslich in Wasser, Alkohol, 
auch in Ather, schwerer bis unléslich in den anderen gebriiuch- 
lichen Lésungsmitteln. 

3,887 mg Subst.: 8,241 mg CO,, 2,412 mg H,O. — 4,045 mg Subst.: 
3,576 mg AgJ (Zeisel). 

C,,H,,0, (270,14) Ber. C 57,75 H 6,71  ©H,O 11,48 

Gef. ,, 57,82 ,, 6,94 » 11,68. 


Drehungin Wasser: [a]24 = —1,31 x 1,7767/0,5 x 0,0776 x 1,0162 = —59,0°. 


Zu den Spaltungsversuchen mit Emulsin wurde eine 
Lésung von 5,00 g Rohemulsin®) in 50,0 ccm Acetatpuffer (etwa 
m/5) vom p,, 5,0 hergestellt und fiir jede Probe in 3,0 ccm dieser 
Fermentlésung 0,1266 g Glucosid gelést (Zusatz im Toluol). Nach 
t Min. bei 30,0° wurden 30 ccm Kaliumcarbonatlésung von 2,5°/, 
zugegeben und mit n/10-Jodlésung und Thiosulfat in der iiblichen 
Weise titriert. Die Kontrollproben ohne Substrat und ohne 
Ferment wurden in der gleichen Weise angestellt. 




















, n/10-Jodlésung verbraucht fiir 
Minuten Substanz Substanz | Ferment- Differenz 
+ Fermentlsg. in Puffer | lésung (evtl. Spaltung) 
nm rn eee ae a = T oe a ae — ———————————— —> 
1440 6,99 0,03 | 7,24 | — 0,21 
7200 7,99 | 0,02 | 7,74 | +0,23 
14500 7,76 | 0,11 | 7,94 | —0,07 





Bei einer Fehlergrenze von 0,2 cem n/10-Jod (=0,5°/, Spaltung) berechnet 
sich eine Wertigkeitsgrenze von héchstens 1x 107’. 
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126 B. Helferich und O. Lang, Uber Emulsin. XI. 


Belege fiir die Stirkespaltversuche. 


Stirkelésung: 5,000 g lésliche Stirke (Kahlbaum) im MeBkolben 
zu 250,0 cem geldst. 

Pufferlésung: Acetatpuffer aus 2n/5-Essigsiure und 2 n/5-Natrium- 
acetatlésung. 

FermentlésungI: 8,0 g Rohemulsin’) (zuerst mit wenig Wasser im 
Morser angeteigt) gelést in 100,0 cem Wasser und durch Zentrifugieren und 
Filtrieren geklirt. 

Fermentlésung II: 0,51 g gereinigtes Ferment [nach der Silber- 
methode*)] gelést in 58 ccm Wasser. Temperatur: 30,0°. Fiir jede Probe 
wurden 10,0 ccm nach der Zeit ¢ (Min.) entnommen, mit 20 cem Kalium- 
carbonatlésung (2,5°/,) versetzt und mit n/10-Jod und Thiosulfat titriert. 


Spaltung mit Fermentlésung I. 






































ecm n/10-Jod fiir je 10,0 cem der Mischung von _ 
F Stirkelésung. . . 50,0 se | 50,0 coms n/t0-vod 
(Min.) Pufferlésung . . . 25,0 25,0 25,0 fiir Stirke- 
“| Fermentlésung I. 25,0) 25,0 | — spaltung 
Wasser...... — | 50,0 | 25,0 
105 4,74 | 4,85 0,22 0,17 
240 4,97 msl ee 0,95 
450 5,54 | 494 | 0,16 1,14 
1155 7,14 425 | 0,18 2,71 
1275 7,34 4,40 | 0,28 2,71 
1475 7,74 425 | 0,26 3,23 
Spaltung mit Fermentlésung II (sonst ebenso). 
105 1,44 ae ee +0,02 
240 1,50 115 | 0,22 +0,18 
450 1,44 124 | 0,23 — 0,03 
1155 1,61 | 1,31 | 0,20 +0,10 
1275 1,69 | 126 | 0,23 +0,20 
1475 1,76 | 1,44 | 0,26 +0,06 
Literatur. 


. Arbeit X: B. Helferich, H. Appel u. R. Gootz, Diese Z. im Druck. 

. B. Helferich u. O. Lang, J. prakt. Chem. (2) 132, 321 (1932). 

. Diese Z. 209, 272 (1932). 

. K. Josephson, Ber. chem. Ges. 58, 2726 (1925). 

. B. Helferich u. E. Schmitz-Hillebrecht, Ber. chem. Ges. im Druck 
(1933). 

. G. Zemplén u. Pascu, Ber. chem. Ges. 62, 1613 (1929). 
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Synthese des d,l-Oxymethy]-furyl-alanins. 
Von 


Toshinori Iseki. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultaét in Nagasaki.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1933.) 


Am Aufbau der Polysaccharide haben Furankerne einen 
besonderen Anteil. Eine Aminosiiure Furankernverbindung stellt 
ein Modell fiir eine Briicke von den Kohlehydraten zu den Ki- 
weiBkérpern dar; die Méglichkeit des Vorhandenseins eines solchen 
Produktes in der Natur ist nicht von der Hand zu weisen. Aus 
diesem Grunde habe ich auf Veranlassung von Herrn Prof. Tomita 
die synthetische Darstellung des Oxymethyl-furyl-alanins vor- 
genommen. 

J. Karashima?) hat im hiesigen Institut versucht, diese 
Verbindung nach der Sasakischen Glycinanhydridmethode?) syn- 
thetisch darzustellen. Die Kondensation des Glycinanhydrids mit 
Oxymethyl-furfurol verlief glatt; aber die nachfolgende Reduktion 
machte Schwierigkeiten. 

HC——CH NH—CO—NH 


| | | | 
HO—H,C—C C—CH=C————CO 








os 
0 
I 
HC——CH NH—CO—NH 
+2H T I | 
>  HO—H,C—C —CH,—CH co 
Se 
II 
HC-——CH 


+ 2H,0 = 
> HO-H,C— _ C—CH,—CH(NH,)COOH + C0, +NH, 





Til 





1) Diese Z. 184, 270 (1929). 
*) Sasaki, Ber. chem. Ges. 54, 163 (1921). 

















128 Toshinori Iseki, 


Ich habe deshalb die Synthese des d,l-Oxymethyl-furyl-alanins 
nach der Wheelerschen Hydantoinmethode?) in Angriff genommen. 
Die Kondensation des Hydantoins mit Oxymethyl-furfurol gelingt 
glatt (1). Die Reduktion der Oxymethyl-furfural- zur Oxymethyl- 
furfuryl-Verbindung laBt sich ebenfalls glatt bewerkstelligen (II). 
Das Reduktionsprodukt spaltet sich dann durch Kochen mit 
Barytwasser zur erwiinschten Aminosiiure auf (III). 


Versuchsteil. 


Oxymethyl-furfural-hydantoin (formelbild I). 15,8 g Hydantoin 
wurden fein pulverisiert, gut getrocknet, mit 21,0 g Oxymethyl- 
furfurol, 17,5 g trocknem Natriumacetat versetzt, gut gemischt 
und 4/, Stunde lang auf 116—118° im Olbad unter Umrihrung 
erhitzt. Die nach dem Erkalten vollig erstarrte Reaktionsmasse 
wurde mit heiBem Wasser digeriert, abgesaugt und mit Wasser, 
dann mit Alkohol gewaschen. Die gelbliche, fast reine Substanz 
wog 24,7 g (= 74,1°/, der Theorie). Aus siedendem Eisessig 
unter Zusatz von wenig Tierkohle umkrystallisiert: hellgelbe 
mikroskopische Prismen. 

0,0908 g Subst.: 8,65 ccm n/10-H,SO,. — 0,0512 g Subst.: 0,0984 g CO, 
und 0,0192 g H,O. 

C,H,N,O, Ber. C 51,90 H3,87 N 13,45 
Gef. ,, 52,41 », 4,19 », 13,33. 


Die Substanz schmilzt bei 247° (unkorr.), ist leicht léslich 
in siedendem Eisessig, fast unléslich in Wasser, Alkohol und 
Chloroform. 


Reduktion von Oxymethyl-furfural-hydantoin zu Oxymethyl- 
furfuryl-hydantoin (Formelbild IJ). 2,0 g¢ Kondensationsprodukt 
wurden in 120 ccm Wasser und 10 ccm 10°/,iger Natronlauge 
gelést und mit 5°/,igem Natrium-amalgam geschiittelt. Die braun- 
rétliche Lésung entfirbte sich in dem Mae, wie das Amalgam 
verbraucht wurde. Nach der Abtrennung des ausgeschiedenen 
Quecksilbers wurde die farblose Fliissigkeit mit Salzsiure genau 
neutralisiert, unter vermindertem Druck zum diinnen Sirup ein- 
geengt. Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol erschépfend 
extrahiert. Aus der eingeengten alkoholischen Lésung schieden 
sich beim Stehenlassen im Hisschrank schneeweiBe, biischelfoérmige 





1) Wheeler u. Hoffmann, J. Amer. Chem. Soc. 46, 368 (1911). 
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Krystallnidelchen aus, welche bei 167° schmolzen. Ausbeute an 
reiner Substanz: 0,55 g (= 27°/, der Theorie). 


0,0893 g Subst.: 8,4 ccm n/10-H,SO,. — 0,0477 g Subst.: 0,0908 g CO, 
und 0,0207 g H,O. 
C,H,,N,O, Ber. C5140 H4,79 N 13,32 
Get, 5101. .,:408 ,, 18,17. 
Leicht léslich in Wasser und Alkohol. Die waBrige Lisung 
zeigt beim Erwirmen mit Soda und Pikrinsiiure eine Rotfairbung. 


Aufspaltung des Oxymethyl-furfuryl-hydantoins zu d,l-Oxymethyl- 
furyl-alanin (Formelbild III). 1,08 g Reduktionsprodukt wurden 
mit 6 g Bariumhydroxyd und 50 ccm Wasser versetzt und 16 Stunden 
am RiickfluBkiihler gekocht. Nach Zusatz von 200 ccm heifen 
Wassers wurde filtriert und das Barium mit verdiinnter Schwefel- 
siure quantitativ entfernt. Nach dem Einengen unter vermin- 
dertem Druck schied sich die erwiinschte Aminosiure aus. Aus 
50°/,igem Alkohol unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert, 
schmilzt die Substanz bei 295° (unkorr). Die Ausbeute betrug 
0,41 g (= 43°/, der Theorie). 

0,0830 g Subst.: 4,4 cem n/10-H,SO,. 

C,H,,NO, Ber. N 7,56 Gef. N 7,42. 

Die Substanz ist leicht léslich in Wasser, schwer léslich in 

absolutem Alkohol. Ninhydrinreaktion ist stark positiv. 








aang PO ME OLR RE oh SOSA AON era haer 





180 


Uber Di-(furfurol-methy]-2)-ather. 
Von 


Toshinori Iseki. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultét in Nagasaki.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1933.) 


Durch Erwiirmen des Oxymethylfurfurols auf dem Wasser- 
bade entsteht unter Wasserabspaltung Di-(furfurol-methyl-2)-ather. 
Die Substanz wurde schon im Jahre 1895 von Kiermayer’) 
als Nebenprodukt bei der Destillation von Oxymethylfurfurol dar- 
gestellt. Diese Kondensation des Oxymethylfurfurols wird also 
als von der Glucosidbildung abweichend angesehen. 

Auf Vorschlag von Prof. Tomita habe ich einige Konden- 
sationsprodukte des Oxymethylfurfurols untersucht. Diese Reak- 
tionen erschienen uns in Zusammenhang mit der Chemie der 
Kohlehydrate nicht ohne Wert. 

Ich konnte nun die Verbindung unter Zusatz von Brenz- 
traubensiure in besserer Ausbeute darstellen. Abhnlich wie bei 
der Acetoinbildung kann man hierbei eine katalytische Wirkung 
der Brenztraubensiure annehmen. Wenn man die Acetoinbildung 
bei der Girung, wie Neuberg und Hirsch?) gefunden haben, 
und die bei der Bestrahlung, wie Dirscherl’) gezeigt hat, genau 
betrachtet, so fallt es auf, dab die Brenztraubensiure dabei nicht 
nur die Muttersubstanz des nascierenden Acetaldehyds ist, son- 
dern auch fiir die Erhéhung der Acetoinausbeute eine groBe 
Rolle spielt. 

Di-(furfurol-methyl-2)-ather ist gegen Chemikalien sehr be- 
stindig. Die Aldehydgruppen desselben reagieren mit Essigsiure 
leicht zur Acrylsiure. Im Tierorganismus gehen die Aldehyd- 
gruppen ohne besondere Schwierigkeiten in Carbonsiure iiber. 
In vitro ist ihre Oxydation schwierig. 





1) Kiermayer, Chem. Z. 1895, II, 214; Middendorp, Rec. Trav. 
Chem. 38, 36 (1919). 

2) Biochem. Z. 115, 282 (1921); 127, 327 (1922); 128, 610 (1922); 131, 
178 (1922). 

5) Diese Z. 188, 225 (1930). 
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Uber Di-(furfurol-methy]-2)-ither. 


HC—-CH 
| I (+ CH,—CO—COOH) 
20HC—C C—CH,—OH 
‘ag 
O 
_— = a 
| 
—»> |OHC—C C—CH,|O —- wo006 C—CH, |O. 
~— Nini 
t O 2 O 2 
Versuehsteil. 


Kondensation des Oxymethylfurfurols beim Brenztraubensaurezusatz. 


Man erwiirmt die Mischung von 15,8 g Oxymethylfurfurol 
(1 Mol) und 5,5 g Brenztraubensiiure auf dem Wasserbad 2 Stunden 
lang. Beim Zusatz von kaltem Wasser fiel sofort ein krystallines 
Produkt aus, das abgesaugt und aus 30—50°/, Alkohol unter 
Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert wurde. Die Ausbeute an 
schwach gelben Krystallnadeln betrug 3,7 g, entsprechend 23,4°/, 
der Theorie. 

0,1362 g Subst.: 0,3093 g CO,, 0,0508 g H,0. 

C,.H,.O; Ber. C 61,54 H 4,27 Gef. C 61,93 H 4,17. 

Der Ather ist in kaltem Wasser fast unléslich, wenig léslich 
in heiBem Wasser, leicht léslich in Alkohol und Kssigester. Er 
schmilzt scharf bei 114°. Genau so wie beim Oxymethylfurfurol 
fillt die HCl-Resorcinprobe stark positiv aus. Ohne Zusatz von 
Brenztraubensiure betrug die Ausbeute aus 10 g Oxymethy]l- 
furfurol nur 0,85 g = 8,5°/, d. Th. 


Darstellung des Bis-(Carboxy-athylen-furan)-methyl]-athers. 
(Perkinsche Synthese.) 

3,0 g Ather werden mit 3,1 g¢ wasserfreiem Natriumacetat 
und 6,4g Essigsiureanhydrid gemischt, 21/, Stunden lang zum 
gelinden Sieden erhitzt. Das Reaktionsprodukt, welches nach 
dieser Zeit beim Erkalten fast vollkommen erstarrt, wird in 
wiBriger Sodalésung gelést und die abfiltrierte gelbliche Fliissigkeit 
mit Salzsiure angesiuert, wobei sich die Siure in Form von 
feinen, gelblichen Nadeln abscheidet. Die Ausbeute betrug 0,45 g, 
entsprechend 11,0°/, d. Th. 

0,0548 g Subst.: 0,1194 g CO,, 0,0226 g H,0. 

C,.H,,0, Ber. C 60,35 H 4,43 Gef. C 59,96 H 4,65. 
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132 Toshinori Iseki, Uber Di-(furfurol-methy]-2)-ither. 


Die Saure ist in Wasser sehr schwer léslich, in heiBem Al- 
kohol leichter. Sie schmilzt bei 190°. 

Fiitterung von Di-(furfurol-methyl-2)-ither. Der synthetisch 
dargestellte Ather wurde Hunden, Kaninchen und Hiihnern per os 
eingegeben. Der Harn der Versuchstiere wurde bei niedriger 
Temperatur zum Sirup verdampft. Der Sirup wurde mit er- 
wirmtem 90—94°/,igem Alkohol erschépfend extrahiert. Der 
nach Abdampfen des Alkohols erhaltene Riickstand wurde in 
Wasser aufgenommen und mit Schwefelsiure angesiuert, wobei 
sich reichliche Krystallmassen abschieden, die aus 25—30°/,igem 
Alkohol unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert wurden. 
SchneeweiBe Nadeln, nicht liéslich in kaltem, wenig in heiBem 
Wasser, léslich in Methyl- und Athylalkohol, Aceton und Eis- 
essig. Sie schmelzen bei 206° (unkorr.). 

I. 0,6016 g Subst.: 44,6 cem n/10-NaOH. — 0,1501 g Subst.: 0,2955 g 
CO,, 0,0500 g H,O. — II. 0,4374 g Subst.: 32,4 eem n/10-NaOH. — 0,0479 g 


Subst.: 0,0950 g CO,, 0,0182 g H,O. — III. 0,0508 g Subst.: 0,1010 g CO,, 
0,0187 g H,O. — IV. 0,0610 g Subst.: 0,1217 g CO,, 0,0218 g H,0. 
C,,H,,0, Ber. © 54,12 H 3,78  Mol.-Gew. 266,1 
Gef. I. ,, 53,69  ,, 3,78 . — 
Il. ,, 54,09  ,, 4,25 » 20,0 
TI. ,, 54,22 ,, 4,11 
IV. ,, 54,41 ,, 3,99. 


Die Analyse stimmt auf Bis-(Carboxy-furan)-methylather. 


Fitterungsversuche. 























Versuct Gefiitterte Ausbeute — 

eng aS Tierarten Menge von Dicarbonsiure 

r. 
a, eee | 7 */o 

1 Hund 5 2,80 49,2 
2 Hund 10 7,82 68,8 
3 Kaninchen 6 8,30 48,4 
4 Huhn 7 1,18 14,8 
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Kritische Untersuchungen 
iiber die Folin-Denisschen kolorimetrischen Verfahren. 


Von 


Hidekatsu Fujiwara und Eisei Kataoka. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultét in Nagasaki.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1933.) 


Das Wolfram ist durch die Eigenschaft charakterisiert, aus 
seinen komplexen Polysiiureverbindungen bei Einwirkung von 
Reduktionsmitteln in die gelbe oder farblose Oxydform iiber- 
zugehen, die in Alkalien blau gefirbt erscheint. Alle die von 
Folin-Denis und Mitarbeitern eingefiihrten Farbreagentien auf 
Harnsiure, Tyrosin und Phenole bestehen wesentlich aus einer 
besonders labilen komplexen Polyphosphorwolframsiure, die leicht 
Sauerstoff an reduzierende Verbindungen abgibt mit Bildung von 
blauem W,O,. Die Eigenschaft des Reagens, Sauerstoff abzugeben, 
ist also nicht spezifisch. Nur ihrer Einfachheit wegen hat die 
kolorimetrische Methode von Folin-Denis die alten grayi- 
metrischen und titrimetrischen Verfahren iiberall verdringt und 
allgemeine Beliebtheit gefunden. Die Frage, wie weit das Ver- 
fahren brauchbar ist, ist vorderhand als offen zu betrachten; daher 
erschien uns eine kritische Nachpriifung derselben dringend er- 
wiinscht. Zunichst haben wir die Farbbarkeit verschiedener Ver- 
bindungen mit den Folin-Denisschen Reagentien gepriift. Dabei 
wurden die Pincussensche Reaktion, Ferricyankalium mit Ferri- 
chloridreaktion, Phosphormolybdinsiure- und Phosphorwolfram- 
siurereaktion in alkalischer sowie in heifer saurer Lisung Hand 
in Hand gepriift. Die Ergebnisse bringt die nachstehende Auf- 
stellung. 
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Zusammenfassung. 


1. Alle aromatischen Amine geben Blaufirbung mit den ver- 
schiedenen Phosphorwolframsiurereagentien. Phosphormolybdin- 
siure und Ferricyankalium mit Ferrichlorid geben auch mit den- 
selben eine Blaufirbung. 

2. AuBer Phenolen geben Blaufiirbung mit den Phosphor- 
wolframsiurereagentien alle Oxyphenylderivate. Sie geben die 
ihnliche Fiarbung mit Phosphormolybdinsiure und Ferricyan- 
kalium mit Ferrichlorid. 

3. Aromatische Aldehyde reduzieren die Phosphorwolfram- 
siiure und Phosphormolybdinsiure mit Blaufirbung. 

4, Naphthol und Oxychinolin geben Blaufirbung mit den 
Reagentien. 

5. Unter den aliphatischen Verbindungen sind es ebenso un- 
gesittigte wie Oxy- und Ketonsiuren, die eine intensive Blaufirbung 
mit den Reagentien geben (Milchsiure, Brenztraubensiure usw.). 

6. Hydroxylamin reduziert ebenfalls mit Blaufirbung. 

7. Unter den Zuckerarten reagieren nur Fruktose, Oxymethyl- 
furfurol und Inulin mit den Reagentien. 

8. Dimethylamino-antipyrin gibt im Gegensatz zu Antipyrin 
eine Blaufirbung mit den Reagentien. 

9. Alle Indolverbindungen reduzieren ebenfalls kriftig mit 


Blaufarbung. 
10. Die meisten Morphinalkaloide geben eine intensive Blau- 


firbung mit den Reagentien. 


Literatur. 


1. Sonnenschein, Chem. Z. 1858, 59. — 2. T. R. Offer, Chem. Z. 
1895, I, 812. — 3. R. Meldrum, Chem. Z. 1899, I, 149. — 4. M. Guichard, 
Chem. Z. 1900, II, 662. — 5. A. Rogersu. F. H. Mitchell, Chem. Z. 1900, 
II, 366. — 6. P. Klason, Chem. Z. 1901, I, 560. — 7. M. Guichard, 
Chem. Z. 1901, I, 665. — 8. L. Spiegel u. T. A. Maass, Chem. Z. 1903, 
I, 669. — 9. C. Frabot, Chem. Z. 1904, II, 1555. — 10. W. Bettel, 
Chem. Z. 1908, I, 766. — 11. C. Cervello, Chem. Z. 1909, II, 2098. — 
12.0. Folin u. W. Denis, J. of biol. Chem. 12, 245 (1912). — 13. O. Folin 
u. W. Denis, ebenda 12, 239 (1912). — 14.0. Folin u. A. B. Macallum, 
J. of biol. Chem. 13, 363 (1913). — 15.0. Folin u. W. Denis, J. of biol. Chem. 
14, 95 (1913). — 16. E. Abderhalden u. D. Fuchs, Diese Z. 83, 468 (1913), 
— 17. F. F. Tisdall, J. of biol. Chem. 44, 409 (1920). — 18. O. Folin u. 
J. M. Looney, J. of biol. Chem. 51, 421 (1922). — 19. O. Firth u. 
W. Fleischmann, Biochem. Z. 127, 137 (1922). — 20. L. Pincussen, 
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25. W. H. Patterson, Chem. Z. 1930, II, 3752. — 26. Walter u. Wolf- 
gang Zoérkend6érfer, Chem. Z. 1931, I, 1, 492. — 27. Cl. Rimington, 
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Uber ein Absorptionstrégchen 
fir Gebrauch mit dem Biirkerschen Universalspektroskop. 


Von 
W. Sieradzki. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Institut fiir gerichtliche Medizin der Universitat Lemberg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Februar 1933.) 


Die Absorptionstrége, welche dem ausgezeichneten kleinen 
Spektroskop von Birker') beigegeben werden, bieten die Un- 
bequemlichkeit, daB man entweder bei aufrecht stehendem Trog 
die Spektra in vertikaler Anordnung betrachten mu8, oder aber, 
um die Spektra in horizontaler Lage zu sehen, die beiden Trig- 
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chenteile verschlossen auf das Tischchen legen muB, und dann 
wihrend der Betrachtung keine Reagentien hinzufiigen kann. 
Auch kommt es beim Fiillen und VerschlieBen — bei Ungeiibten 
oft, und bei Studenten fast immer — vor, daB die zu ver- 
gleichenden Liésungen einander verunreinigen. Um diesen Un- 
bequemlichkeiten abzuhelfen, habe ich mir ein Trégchen der 
abgebildeten Form hergestellt, dessen Eigenart und Vorziige aus 
der Zeichnung hervorgehen. JBeide Abteilungen sind gleich, 
ihre offenen Teile sind um Glasdicke héher als die verschlossenen, 
damit die letzteren ganz gefiillt sein kénnen; Belichtung und 
Verdampfung ist in den zentralen Teilen des Trégchens, die 
beobachtet werden, gleich, und es kénnen wihrend der Beob- 
achtung Reagentien hinzugefiigt werden. Beim Gebrauch dieser 
Trégchen entfallt jede Manipulation mit dem Trégchen, es ist 
kein Metallrahmen nétig, und héchstens zwei Metalleisten am 
Tischchen, oder ein Gummiband zur Befestigung erwiinscht. 


1) Diese Z. 63, 295 (1909). 
































Notiz iiber die antiskorbutische Wirkung der Ascorbinsidure. 


Von 
Johannes Briiggemann. 





(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Februar 1933.) 


Die von v. Szent-Gydérgy') aufgefundene Hexuronsiure, jetzt von 
ihm Ascorbinsaéure genannt, wird nach den Untersuchungen von vy. Szent- 
Gyérgy selbst?) und Tillmans als identisch mit dem Vitamin C ange- 
sehen. Aus Nebennieren hergestellte Ascorbinsiure priiften v. Szent- 
Gyoérgy und Svirbely’) und das gleiche Priparat auch Zilva‘) auf seine 
Wirkung im Meerschweinchenversuch mit positivem Erfolg (Schutzdosis 
0,5 und 1 mg). Tillmans stellte die gleiche Siure aus Hagebutten 
dar und erzielte damit — und zwar nach brieflicher Mitteilung mit Dosen 
von 600 y tiglich — recht gute antiskorbutische Wirkung. 

Herr Professor Tillmans hatte die grofe Liebenswiirdigkeit, uns 
1g der von ihm aus Hagebutten dargestellten Siure zur Verfiigung zu 
stellen. Wir bewahrten dieselbe unter Stickstoff in einer Pistole auf und 
stellten zu ihrer Priifung im Meerschweinchenversuch Lésungen in destil- 
liertem Wasser her. Diese Lésungen wurden auf Skorbutschutzwirkungen 
an Meerschweinchen (je 3 Tiere) gepriift. Die pro Tier verabreichten Tages- 
dosen Ascorbinsiure betrugen 400 y, 600 y, 800 y, 1200 y und 1600 y. Die 
Lésungen wurden nach Abwiegen der notwendigen Substanzmengen alle 
4 Tage frisch hergestellt und unter Stickstoff aufbewahrt (vgl. Briigge- 
mann.) Mit Hilfe eines starken Stickstoffstromes wurden jeweils die 
benétigten Quantititen in eine Rekordspritze iiberfiihrt und den Tieren 
in den Mund eingegeben. Versuchsverlauf und Sektionsergebnisse sind in 
der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


) A. v. Szent-Gyoérgy, Biochemie. J. 22, 1387 (1928). 

*) A. v. Szent-Gyérgy, Dtsch. med. Wschr. 1932, Jg. 58, S. 852. — 
Vortrag zur 2. Tagung der Ungarischen Physiologischen Gesellschaft 12. bis 
14, Mai 1932. Ref. Ber. Physiol. 66, 665 (1932). 

) A. v. Szent-Gyérgy u. I. L. Svirbely, Dsch. med. Wschr. 1932, 
Jg. 58, S. 852. — Nature (London) 1932, I, 576; Ref. Ber. Physiol. 68, 108 
(1932). — Nature (London) 1932, I, 690; Ref. Ber. Physiol. 68, 691 (1932). 

4) §. 8. Zilva, Nature (London) 1932, I, 943; Ref. Ber. Physiol. 68, 
479 (1932). 

’) J. Briiggemann, Z. physiol. Chem. 211, 231 (1932). 
10* 
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140 J. Briiggemann, Antiskorbutische Wirkung der Ascorbinsiure. 























Tages-| Anfangs-| End- Versuchs-] Skor- 
a it dose | gewicht |gewicht| dauer | but- | Bemerkungen 
in ¥ in g in g jin Tagen] grad 
2025 3 400] 275 380 540+ 
2026 3d 400 | 277 322 540 + 
2027 d 400 | 285 360 54 C 
2028 co) 600} 291 295 54 0 
2029 oy 600 274 331 54 C 
2030 2 600 | 300 170 12 0 | am 12. Tage 
2031 | 9 800 | 290 294 54 0 verendet 
2032 co) 800 | 251 350 20 |+++] am 20. Tag 
2033 dt 800 | 283 409 54 0 durch Un- 
2050 | 29 |1200] 273 | 314 46 2a 
2051 9 1200 | 280 370 46 0 8 
2052 f°) 1200 | 258 217 37 0 am 37. Tag 
2047 | g | 1600] 214 | 350 46 0 verendet 
2048 2 1600 | 233 316 46 0 
2049 3 | 1600] 262 350 46 0 























Zeichenerklarung: +++ = deutlicher Skorbut ++ = miaBiger Skorbut 
C = chronischer, im Abheilen begriffener Skorbut 
0 = skorbutfrei. 


Die Ergebnisse zeigen, da8 die Ascorbinsiiure in Mengen von 600 
bereits deutlichen Skorbutschutz ausgeiibt hat, wihrend 400 y noch nicht 
geniigten, um eine solche Wirkung erkennen zu lassen. Das Tier Nr. 2032 
mit 800 y Schutzdosis stiirzte mit dem gedffneten Kifig auf den FuBboden 
und wurde von einem sich zufillig im Laboratorium befindenden Hund 
totgebissen. Es zeigte deutliche Blutungen im Unterhautzellgewebe, denen 
aber vielleicht im Hinblick auf die Todesart und die kurze Versuchsdauer 
kaum eine Bedeutung zugemessen werden kann. Alle anderen Tiere mit 
800 y und héheren Tagesdosen waren vollkommen skorbutfrei und mit Aus- 
nahme des Tieres Nr. 2052, welches an einer nicht mit dem Versuch zu- 
sammenhiingenden Krankheit starb, in gutem, z. T. sogar sehr gutem Ge- 
sundheitszustand. 

Wir kommen somit entsprechend den Befunden der eingangs zitierten 
Autoren zu einer volligen Bestitigung der Angaben iiber die 
antiskorbutische Wirksamkeit der Ascorbinsiure. 














Zur Kenntnis der katheptischen Proteinase. 
Von 


Ernst Maschmann und Erica Helmert. 





(Aus der Chemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses in Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Februar 1933.) 


» Von den proteolytischen Enzymen der tierischen Organe und Gewebe 
bediirfen die katheptischen, Kathepsin und Carboxypolypeptidase, ... zu 
ihrer Wirkung der Gegenwart besonderer Hilfsstoffe, z. B. von Blausiure 
oder Schwefelwasserstoff; an ihre Stelle tritt in den Geweben selbst ein 
Aktivator natiirlicher Herkunft, Zookinase, welcher erst beim Absterben 
der Organe in diesen gebildet wird, in den frischen Geweben ge- 
wohnlich fehlt.“ 1. ,,.Das aktivatorfreie Enzym findet man ... vollkommen 
unwirksam gegeniiber EiweiB.“ 2. ,,Von den katheptischen Enzymen 1aBt 
sich die Zookinase leicht durch Auswaschen der Gewebe mit verdiinnten 
organischen Solventien, Alkohol oder Aceton, abtrennen.“’) ,,Man findet 
in dem extrahierten Organ das Kathepsin in nicht aktivierter Form.“*) ,,Es 
hat sich ergeben, daB der katheptische Aktivator identisch ist mit Gluta- 
thion.“!) 

Wenn wir die zitierten Ausfiihrungen, die im wesentlichen die Er- 
gebnisse der Untersuchungen von E. Waldschmidt-Leitz und seinen 
Mitarbeitern iiber die katheptischen Enzyme wiedergeben’), recht verstehen, 
dann besagen sie: Die katheptischen Enzyme tierischer Organe und Gewebe 
liegen in den Zellen in unwirksamer Form vor; sie werden erst beim Zell- 
zerfall durch das Hinzutreten der dabei entstehenden Zookinase, d. h. Gluta- 
thion, proteolytisch wirksam. Danach wiiren also die katheptische Proteinase 
und Carboxypolypeptidase extracellulir in Titigkeit tretende autolytische 
Enzyme. **) 


Im Verlaufe unserer Untersuchung iiber den proteolytischen 
Enzymgehalt von Impftumoren der Maus und des Huhnes, er- 


1) E. Waldschmidt-Leitz, A. Purr u. A. K. Balls, Naturw. 18, 
644 (1930). 

®) E. Waldschmidt-Leitz, A.Schiffner, J.J. Bek u. E. Blum, 
diese Z. 188, 17 (1930); ferner: E. Waldschmidt-Leitz u. W. Deutsch, 
diese Z. 167, 285 (1927); E. Waldschmidt-Leitz, J.J. Bek u. J. Kahn, 
Naturw. 17, 85 (1929); E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Naturw. 18, 
952 (1980); diese Z. 198, 260 (1931). 

5) Vgl. dagegen E.Waldschmidt-Leitz, A.Scharikova u. 
A. Schaffner, Diese Z. 214, 75 (1933). 
$8) Vgl. z. B. F. Haurowitz, Biochemie II. Tl., 1932, S. 34. 
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gab sich die Notwendigkeit, die iiber das ,.Kathepsin“ vorliegenden 
Beobachtungen einer niéheren Nachpriifung zu unterziehen. Da- 
bei fanden wir nicht die erwartete Ubereinstimmung unserer Ver- 
suchsergebnisse mit denen von E. Waldschmidt-Leitz und 
seinen Mitarbeitern. 

Unsere Beobachtungen iiber die katheptische Proteinase der 
tierischen Leber, aber auch der Milz und Niere, ergeben, daf 
Glycerinausziige aus ,zookinasefreien“ Organpriparaten 
— aufer ,inaktivem’ Enzym — noch katheptische Pro- 
teinase in vollaktivem Zustande enthalten, d. h. Enzym, 
das der Erginzung durch einen Aktivator nicht bedarf. In den 
von uns untersuchten zahlreichen Ausziigen lag mindestens die 
Halfte, manchmal lagen sogar fast 75°/, der katheptischen 
Proteinase in vollaktivem Zustande vor. Wie groB die im 
Organauszug nachweisbare Menge vollaktiver Proteinase ist, hingt 
sehr wahrscheinlich vom physiologischen Zustande des Organs im 
Augenblick seiner Entnahme aus dem tierischen Kérper ab. 

Die von uns zur Erklirung dieses Befundes zuerst gemachte 
Annahme, da sich aus dem zookinasefreien Organpulver, wihrend 
dessen 4stiindiger Behandlung mit 87°/, Glycerin bei + 30°, 
erneut Zookinase bilde, wurde durch das Experiment nicht be- 
stitigt. Denn in allen Ausziigen aus Organpulver desselben Aus- 
gangsmaterials wurden ziemlich gleichviel Prozent Kathepsin im voll- 
aktiven Zustande gefunden, gleichgiiltig ob das Organpulver mit 
Wasser, wasserhaltigem Glycerin oder Glycerin, wihrend 5 Minuten 
bis 4 Stunden, zwischen 0 und 37°, extrahiert wurde. Eine Neu- 
bildung meBbarer Mengen Zookinase ist also wihrend der Dar- 
stellung der Enzymlésungen, selbst bei den dafiir giinstigeren 
Bedingungen, nicht festzustellen. Infolgedessen kann auch fiir 
die Wirksamkeit des Kathepsins in den Ausziigen aus _ ,,zookinase- 
freien“ Organpriparaten anwesende Zookinase oder ein noch un- 
bekannter, aktivierend wirkender Stoff nicht verantwortlich ge- 
macht werden. Es gibt fiir unseren Befund keine andere Er- 
klirung, trotz gegenteiliger Behauptung, als diese: auch in 
»z00kinasefreien“ Organpriparaten kommt ein Teil der 
katheptischen Proteinase in vollaktivem Zustande vor. 

In der Tat wird Gelatine in Gegenwart von zookinase- 
freiem Organpulver bei p, = 4 glatt und weitgehend auf- 
gespalten. Im Spaltungsversuch haben wir bei einigen Beispielen 
den Aktivierungsgrad der Proteinase im Organpulver und im Aus- 
zug aus Organpulver desselben Priparates ziemlich gleich gefunden; 
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bei anderen war mehr vollaktives Kathepsin im Organpulver zu 
messen als in dem daraus bereiteten Auszug. 

Im Spaltungsansatz, aus dem wenige Minuten nach seiner 
Bereitung das ,,aktivatorfreie* Organpulver wieder entfernt wird, 
ist die nach 24stiindiger Versuchsdauer gemessene Aciditits- 
zunahme nur wenig geringer als die im Ansatz, in dem das 
Organpulver bis zum Ende vorliegt. Mithin wird die Gelatine- 
hydrolyse hauptsichlich von dem rasch in Lésung gehenden 
Kathepsin bewirkt. 

Was besagt der Aktivierungsgrad des Kathepsins in den 
Ausztigen aus zerkleinertem, frischem Organ? Wir finden 
nicht, daB ,nur ein geringer Bruchteil des Kathepsins in akti- 
vierter Form vorliegt“?), sondern — was auf Grund des Gluta- 
thiongehaltes der Organe auch zu erwarten ist — da Glycerin- 
ausziige aus Organbrei iiber die Hialfte, nicht selten sogar 80 
und mehr Prozent wirksames Enzym enthalten.*) Die Menge 
»aktivierten* Enzyms wird in der Regel in den Ausziigen z. B. 
aus frischem Leberbrei gré8er gefunden als in den Ausziigen 
aus demselben, aber zuvor zookinasefrei gemachten und getrock- 
neten Organmaterial. Wir sind der Ansicht, daB die Differenz 
der Aktivierungsgrade (in Prozent berechnet) eine ,,zusitzliche 
Aktivierung* des Kathepsins im Organbreiauszug  kenn- 
zeichnet. Diese zusiitzliche Aktivierung kommt zustande durch 
das Wirksamwerden eines Teiles des inaktiven Enzyms in 
Gegenwart von Glutathion und anderen Sulfhydrylverbindungen, 
die mit dem Enzym zusammen aus dem Organbrei herausgelést 
werden. Durch den wechselnden Glutathiongehalt der Organe und 
Gewebe®) finden die Unterschiede in der GréBe der zusiitzlichen 
Aktivierung in den Ausziigen ihre einfache Erklirung. 

Nach unseren Feststellungen liegen also im Auszug aus 
frischem Organbrei vor: 

1. Vollaktive Proteinase, d.i. Enzym, das einer Erginzung 
durch Glutathion nicht bedarf; 

2. aktivierte Proteinase, d. i. Enzym, das durch anwesendes 
Glutathion wirksam ist; 

3. inaktive Proteinase, d.i. Enzym, das erst im Spaltungs- 
versuch durch Zusatz von Cystein usw. wirksam wird; 





4) Vgl. E. Maschmann u. E. Helmert, Diese Z. 216, 161 (1933). 
5) Vgl. z. B. R. Bierich u. K. Kalle, Diese Z. 158, 1 (1926); R. Bie- 
rich, diese Z. 175, 292 (1928); H. Heinlein, Z. Krebsf. 35, 161 (1932). 
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im Auszug aus ,,zookinasefreien“ Organpriparaten und im 
Organpulver: 

1. vollaktive Proteinase; 

2. inaktive Proteinase. 

Hier fehlt die ,,aktivierte“ Proteinase, da durch die Alkohol- 
behandlung des Organbreis vor dem Trocknen das Glutathion aus 
dem Organpulver entfernt ist. 

Sollten Glutathion bzw. Sulfhydrylverbindungen, direkt oder 
indirekt, einen aktivierenden Kinflu8 auch auf das Kathepsin in 
der lebenden Zelle ausiiben — nach Waldschmidt-Leitz ist 
das intracellulare Enzym nur in Gegenwart von Glutathion wirk- 
sam — so nach unseren in vitro-Befunden nur auf einen Teil 
des in der Zelle vorkommenden Enzyms. Es wiirde sich also 
bei dieser Art intracellulirer Aktivierung um eine zusitzliche 
Wirkungssteigerung handeln. Eine solche kime vielleicht dann 
in Frage, wenn besondere Anforderungen an das Vermégen der 
Organzelle, EiweiB um- und abzubauen, gestellt wiirden. So lange 
man jedoch darauf angewiesen ist, sich auf Grund der Ergebnisse 
von in vitro-Versuchen eine Vorstellung iiber in vivo-Vorginge 
zu bilden, so kann diese, mag sie noch so bestechend erscheinen 
nur eine Méglichkeit der Erklirung bieten. 

Unsere Beobachtungen iiber das Verhalten der katheptischen 
Proteinase in Organpriparaten und Organausziigen gegeniiber 
Gelatine werden durch Ergebnisse gestiitzt, die wir beim Autolyse- 
versuch erhalten haben. Wir konnten nimlich nicht nachweisen, 
daB ,bei der Autolyse der Organe... ihr Gehalt an Zookinase be- 
trichtlich“*) zunimmt.5*) Wir fanden die Menge des wirksamen 
Kathepsins (und auch die zusitzliche Aktivierung) im Glycerin- 
auszug, der sofort aus einem T’eile des Leberbreis bereitet wurde, 
eher etwas gréBer als die des Enzyms in den Ausziigen, die aus 
Teilen des 6 oder 24 Stunden autolysierten Leberbreis gewonnen 
wurden. Eine betrichtliche Vermehrung der Zookinase wahrend 
der Autolyse miiBte aber zu einer meBbaren Erhéhung des Akti- 
vierungsgrades des in diesen Ausziigen enthaltenen Enzyms fiihren. 

Besondere Beachtung verdient noch eine wahrend der Dar- 
stellung der Ausziige gemachte Beobachtung, weil sie Auskunft 
erteilt iiber die Bestindigkeit der katheptischen Proteinase in 
Lésung und iiber die Bindung des Enzyms im Organpulver und 
— vielleicht auch — in der Zelle. 





5a) Anm. bei d. Korrektur: Vgl. dazu R. Bierich u. A. Rosen- 
bohm, Diese Z. 214, 271 (1933). 
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Wir fanden nimlich, da8 es geniigt, um den gréBten Teil des Lyo- 
Enzyms in Lésung iiberzufiihren, wenn man das auf 0° vorgekiihlte Organ- 
pulver ungefahr 5 Minuten lang mit Eiswasser bei 0° schiittelt. Die Enzym- 
ausbeute ist merklich schlechter, sobald der wiBrige Auszug innerhalb der- 
selben Zeit bei + 37° bereitet wird und nur noch ein Bruchteil dieser 
Enzymmenge ist in den Ausziigen enthalten, die wihrend 2 oder 4 Stunden 
bei derselben Temperatur gewonnen werden. Auch die Erfahrung bei der 
Darstellung von Glycerinausziigen lehrt, daB die katheptische Proteinase in 
Lésung schon bei + 30° merklich irreversibel inaktiviert wird. Dies legt 
die Frage nahe, ob die im Organauszug vorliegende Enzymmenge nicht 
gréBer ist als sie aus den Angaben des 24 stiindigen Spaltungsversuches 
ermittelt wird. 

Ks darf wohl angenommen werden, da, wihrend der Ex- 
traktion bei 0° und der Filtration des Auszuges bei + 2°, die 
insgesamt 20—30 Minuten beanspruchen, eine enzymatische Re- 
aktion nicht stattfindet, welche Kathepsin in nennenswerter Menge 
freilegt. Das rasche ,,In-Lésung-Gehen“ der Hauptmenge des im 
Organpulver enthaltenen Enzyms bei 0° deutet demnach auf eine 
lockere Bindung dieser Proteinase an Bestandteile des Zellinhaltes 
hin. Da man auf diese schonende Art ungefaihr 80—90°/, des 
Enzyms in Liésung iiberfiihren kann, darf man wohl diesen Teil 
des Organkathepsins zu den Lyo-enzymen zihlen.*) Ob die 
leichte Léslichkeit dieser Organproteinase auf eine postmortal 
einsetzende und sehr rasch verlaufende’) enzymatische Freilegung 
zuriickzufiihren ist oder ob das Kathepsin nicht schon von vorn- 
herein in leicht léslichem Zustande in den Zellen vorkommt, bleibt 
vorerst unentschieden. 

Der Befund, daB das Organpulver nach 2—3 maliger schonen- 
der Eiswasserextraktion an Wasser keine meSbare Kathepsin- 
menge mehr abgibt, daB aber das ausgezogene Organpulver nach 
vorherigem Trocknen, im Spaltungsversuch direkt gemessen, noch 
deutlich wirksam ist, deutet auf das Vorkommen geringer Mengen 
katheptischer ,,Desmo-proteinase“ in den Leberzellen hin, von der 
ebenfalls mindestens ein Teil in vollaktivem Zustande vorkommt. 

Unsere Ergebnisse machen es sehr wahrscheinlich, daB ein 
Teil der katheptischen Organ-Proteinase in vollaktivem Zustande 
in den Zellen vorliegt, also der Erginzung durch einen Aktivator nicht 
bedarf, um sich an der EiweiBumformung in der lebenden Zelle 





®) Uber Lyo- und Desmo-enzyme vgl. man R. Willstitteru. M. Rhode- 


wald, Diese Z. 203, 189 und zwar 8S. 204 (1931). 
1) Wegen der kurzen Zeitdauer, die zwischen dem Téten des Tieres 


und der Alkoholbehandlung des Organbreies liegt, die in unseren Versuchen 
ungefiihr 10 Minuten betrug. 
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zu beteiligen. Uns erscheint die Beteiligung des Kathepsins an 
der intracelluléren KiweiBumformung ein normaler physiologi- 
scher Vorgang zu sein und als solcher an sich nicht befihigt, 
eine pathologische Verinderung der Zelle bzw. einen Zellzerfall 
herbeizufiihren. Die Beteiligung des Enzyms an der Aufliésung der 
organischen Substanz bei der Strukturauflésung der Zelle (also 
beim Wegfall jeglicher Korrelation) — und zwar im Mafe, wie die 
Bedingungen dafiir giinstig sind — ist zwangsliufig; ist demnach 
Folge, aber nicht Ursache des Zellzerfalls. 

Die Annahme des Vorkommens vollaktiver katheptischer 
Proteinase in den Zellen steht nicht vereinzelt da; vor kurzem 
berichteten naimlich R. Willstaitter und M. Rohdewald’§) iiber 
Versuche, die es sehr wahrscheinlich machen, ,,daB das Desmo- 
kathepsin [der Magenschleimhaut*)} keine Kinase auBerhalb 
seines eigenen unléslichen Komplexes braucht.“ 


Experimenteller Teil. 


I. Zur Bestimmung der katheptischen Proteinase und des Akti- 
vierungsgrades. Von der Bestimmungsmethode, die W aldschmidt- 
Leitz und seine Mitarbeiter fiir die katheptische Proteinase an- 
gegeben haben?), sind wir in zwei Punkten abgewichen. 

1. Wir ermittelten nicht die freigelegten Amino-, sondern die Carb- 
oxylgruppen titrimetrisch nach R. Willstitter und E. Waldschmidt- 
Leitz. Da allgemein angenommen wird, daB bei der enzymatischen Ei- 
weibspaltung fquivalente Mengen Amino- und Carboxylgruppen gebildet 
werden), ist die Carboxylbestimmung ohne weiteres erlaubt, wenn die titri- 
metrischen Ergebnisse innerhalb der Fehlergrenze der Methode (+ 0,04 ccm 
KOH) reproduzierbar sind. Dies zu erreichen, ist bei einiger Ubung auch 
bei Titrationsproben von kathepsinhaltigen Spaltungsansiitzen médglich. 
Trotzdem haben wir immer entweder Doppeltitrationen oder die Bestimmung 
an zwei gleichen Ansitzen ausgefiihrt. Viele unserer Versuche wurden in 
kurzen Zeitabstinden wiederholt. Um uns iiber eine ,,spontane Aktivierung“ 





8) Diese Z. 208, 258 und zwar 5S. 269 (1932). ®) Von uns hinzugesetzt. 

1°) Vor kurzem berichteten M. Bergmann, L. Zervas, H. Schleich 
u. F. Linsert, Diese Z. 212, 72 (1932), iiber ,,eine proteolytische Frei- 
legung von Carboxyl ohne gleichzeitige Bildung dquivalenter Betriige von 
van Slyke-Stickstoff.“ In Hinblick auf den iiber 20°/,igen Prolin- und Oxy- 
prolingehalt der Gelatine hitte man unsere von Waldschmidt- Leitz’ 
Angaben abweichenden Feststellungen vielleicht darauf zuriickfiihren kénnen. 
Aber einige von uns durchgefiihrte Bestimmungen der freigelegten Carb- 
oxyl- und Aminogruppen zeigten, daf bei der katheptischen Verdauung von 
Gelatine ‘iquivalente Betriige von Carboxy- und Aminogruppen gebildet 
werden. Vgl. auch M. Bergmann, L. Zervas u. H. Schleich, Ber. chem, 
Ges. 65, 1747 (1932). 
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- der Proteinase in Ausziigen zu unterrichten, haben wir wichtige Ausziige 
iiber einen lingeren Zeitraum hin auf Wirksamkeit untersucht; wir haben 
aber nichts Bemerkenswertes in dieser Richtung feststellen kénnen. 

. 2. Wir muBten aus technischen Griinden Schwefelwasserstoff durch 


Cystein ersetzen. Die zur ,,maximalen Aktivierung“ notwendige Menge 


Cystein haben wir im Anfang fiir jeden Auszug in besonderen Versuchen 
 ermittelt; es hat sich dabei herausgestellt, daB 5 mg Cystein fiir 2,50 ccm 
- auch der enzymreichsten Ausziige geniigten, um die Proteinase ,,voll zu 


aktivieren“. Da das Aktivierungsvermégen des Cysteins dem des Schwefel- 
wasserstoffs mindestens gleichkommt, darf, ohne Anderung der Resultate be- 
fiirchten zu miissen, Schwefelwasserstoff durch Cystein ersetzt werden. 

Wir bestimmten demnach die katheptische Proteinase in 2,50 cem 
unserer Ausziige im Ansatz von 10 ccm, einmal ohne, einmal mit 5 mg 
Cystein, wobei als Substrat 0,20 g Gelatine (Goldblatt) benutzt und py = 4 
mit n-Essigsiure eingestellt wurde. Da Organausziige von verschiedenem 
Glyceringehalt, wiBrige Ausziige und auch Organpulver zur Bestimmung 
kamen, haben wir, um die Gelatinehydrolyse bei méglichst gleicher Glycerin- 
konzentration, und zwar bei einer 20- bzw. 25°/,igen ablaufen zu lassen, die 
Verdauungsansitze je nach Bedarf entweder mit Wasser oder mit glycerin- 
haltigem Wasser auf 10 ccm aufgefiillt. 

Die Aciditiitszunahme wurde in einer Titrationsprobe von 2,00 ccm 
bestimmt."!) Das End-py war auch nach kriftiger Gelatinespaltung nie iiber 
4,20 hinausgegangen. 

Zur Bestimmung des Enzymgehaltes eiskalter Ausziige wurde die 
Gelatinelésung und die Verdiinnungsfliissigkeit so {weit vorgewirmt, daB 
nach Zugabe der Auszugsprobe die Temperatur des Ansatzes ungefihr 30° 
betrug. 

Bei der Bestimmung des Spaltungsvermégens von Organpulver muBbte 
man, um reproduzierbare Ergebnisse bei der Titration zu erhalten, das 
Organpulver aus dem Ansatz vor der Entnahme der Titrationsprobe ent- 
fernen. Dies gelingt am schnellsten durch Filtration des vorher mit dem- 
selben Volumen Wasser von 30° verdiinnten Kontroll- und Spaltungsansatzes. 
Ks war notwendig, Kontrollansatz und Spaltungsansatz getrennt anzusetzen ; 
da hierbei auch bei sorgf dltigstem Arbeiten geringe Schwankungen vorkommen 
kénnen, suchten wir diese durch Doppelbestimmungen méglichst auszu- 
schalten. 

Wir verfuhren wie folgt: In kleinen 15 cem-Flischchen mit gut ein- 
geschliffenen Stopfen wurden Gelatinelésung, Glycerinwasser, Essigsiiure 
und eventuell Cysteinlésung zusammengegeben (t ungefahr 30°), rasch das 
abgewogene Organpulver zugesetzt und kurz geschiittelt. Der Kontroll- 
ansatz wurde sofort mit demselben Volumen 30° warmem Wasser verdiinnt, 
durchgeschiittelt und sogleich iiber hartem Filter auf vorgewirmter Nutsche 
in ein vorgewirmtes Reagenzglas unter leichtem Saugen hineinfiltriert. An 
4,00 eem des Filtrates bestimmten wir den Alkaliverbrauch. Die Flischchen 
mit den Spaltungsansiitzen wurden wihrend 24 Stunden im Thermostaten 
bei 30° geschiittelt und danach die Titrationsproben wie beschrieben ge- 
wonnen. 





1) Vgl. R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz, S. Dufiaiturria 
u. G. Kiinstner, Diese Z. 161. 191 (1926), und zwar S. 194. 
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Aktivierungsgrad. E. Waldschmidt-Leitz und A. Schiffn er® 
verstehen unter dem Aktivierungsgrad der katheptischen Proteinase, wie- 
viel Prozent des Enzyms schon durch Zookinase aktiviert in den Ausziigen 
aus frischem Tumorbrei vorliegen. 


Wir benutzen im folgenden den Quotienten 


Acidititszunahme in ccm 0,05 n-KOH (im Spaltungsansatz ohne Cystein) x 100 
Acidititszunahme in ccm 0,05 n-KOH (im Spaltungsansatz mit Cystein) ° 





um anzugeben, wieviel Prozent Enzym im ,,zookinasefreien“ Organpriparat 
oder in den daraus bereiteten Ausziigen in vollaktivem Zustande vorkommen. 
Ermittelt man diesen Quotienten fiir Ausziige aus frischem Organbrei, dann 
gibt er an, wieviel Prozent Enzym insgesamt ,,aktiviert“ im Auszug ent- 
halten sind. Wir machen die Annahme, da8 ebensoviel Prozent Enzym in 
vollaktivem Zustande im Auszug aus Organbrei vorkommen, wie im Organ- 
pulverauszug (gleiches Ausgangsmaterial vorausgesetzt) ermittelt werden. 
Die Differenz der Quotienten des Organbrei- und Organpulverauszuges gibt 
dann an, wieviel Prozent Enzym von Sulfhydrylverbindungen aktiviert im 
Organbreiauszug vorliegen. 


Aktivierungsgrad des Kathepsins nach 3,6 und 24stindiger | 


Spaltungsdauer. Wir haben untersucht, ob das im 24stiindigen Spal- 
tungsversuch (ohne Cystein) nachweisbare, wirksame Kathepsin schon von 
vornherein in den Ausziigen aus ,,zookinasefreien“ Organpriparaten und 
in Organbreiausziigen vorliegt oder ob es erst zwischenzeitlich wirksam wird. 

Die Ergebnisse zweier Versuche, die spiter noch durch 
andere erginzt werden }*), zeigen, daf der nach 3 und 6 Stunden 
ermittelte Aktivierungsgrad des Kathepsins sogar etwas hoher ist 
als der nach 24stiindiger Spaltungsdauer gefundene. Danach 
scheint in Wirklichkeit die Menge des vollaktiven bzw. ,,akti- 
vierten* Enzyms in den Ausziigen eher etwas gréBer zu sein, 
als sie aus den Daten des 24stiindigen Spaltungsversuches er- 
rechnet wird. Wie auch dieser Befund zu deuten ist, so geht 
aus den Versuchen doch klar hervor, daB die im Spaltungs- 
versuch — in Abwesenheit von Cystein — wirksame Pro- 
teinase von vornherein im Auszug vorliegt und nicht erst 
wihrend des Versuches entsteht. 

Fiir die Versuche, deren Ergebnisse in Tabelle 1 zusammengefabt 
sind, dienten die Ausziige A und B, die wie folgt bereitet waren. 


Auszug A: Lebern von Carcinommiiusen wurden rasch (3 Minuten) 
im Porzellanmérser zerrieben. 19 g Leberbrei wurden in einer Flasche mit 
88 ccm 87°/,igem Glycerin und 0,06 cem Eisessig versetzt und 4 Stunden 
auf der Maschine gelinde geschiittelt. Die Suspension wurde dann 15 Mi- 
nuten lang bei 5000 Umdrehungen zentrifugiert, der triibe Auszug wihrend 
24 Stunden bei + 2° durch Faltenfilter filtriert. Das Filtrat wurde am 
nichsten Tage untersucht. 





12) Vel. §. 154, 155. 
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Auszug B: In einer Flasche wurden 5g _,,zookinasefreies“ Organ- 
ulver (einem Meerschweinchenleberpriparate entstammend) mit 50 cem 
87°/,igem Glycerin iibergossen; zur Durchmischung wurde einige Minuten 
kriftig mit der Hand geschiittelt und dann das Ganze bei 30° 4 Stunden 


. lang aufbewahrt. Es wurde alle 15 Minuten gut durchgeschiittelt. Dann 
 zentrifugierten wir die Suspension 15 Minuten lang bei 5000 Umdrehungen 
_ und gaben die triibe Lésung auf Faltenfilter. Das innerhalb von 24 Stunden 
bei + 2° gewonnene Filtrat wurde gepriift. 


Tabelle 1. 


Aktivierungsgrad nach verschiedenen Versuchszeiten. 
Spaltungsansiitze, wie angegeben, angesetzt. Titrationsprobe: 2,00 ccm. 








Titrati b Acidititszunahme in ccm 0,05 n-KOH | Aktivie- 
itrationsprobe aad 











Auszug 

nach Stunden nicht aktiviert | mitCystein aktiviert} in °/, 

A 1 0,06 0,09 (67) 

3 0,20 0,27 14 

6 0,47 0,66 71 

B 24 1,17 1,88 62 

8 0,06 0,08 (75) 

6 0,14 0,19 14 

24 0,36 0,55 65 














II. Nachweis von vollaktiver Proteinase in Organpulverausziigen. 
A. Ausziige mit 87°/,igem Glycerin bei + 30° bereitet. 
An den folgenden Beispielen wird gezeigt, daB man aus ,,z00- 
kinasefreien“ Organpriiparaten, die nach E. Waldschmidt-Leitz 
véllig unwirksame katheptische Proteinase enthalten sollen, mit 
87°/,igem Glycerin bei 30° Ausziige gewinnt, die im Spaltungs- 
versuch — in Abwesenheit von Cystein — verhiltnismiBig krif- 
tige katheptische Wirksamkeit entfalten. 

Die benutzten Organpriparate wurden zum gréBten Teile, 
die untersuchten Glycerinausziige immer nach der folgenden Vor- 
schrift dargestellt. 


Darstellung von Organpulver und Auszug. Die Organe von 
Laboratoriumstieren, von denen wir nur solche benutzten, die nach makro- 
skopischer Beurteilung normal waren, wurden sofort entbluteten Tieren 
steril entnommen, rasch im Porzellanmérser fein zerrieben (Dauer je nach 
der Menge bis 5 Minuten) und der Organbrei 2mal mit je der doppelten 
Menge 96 bzw. 70°/,igem Alkohol jeweils eine halbe Stunde behandelt. 
Nach Waschen und gutem Abpressen des Materials wurde es mit absolutem 
Alkohol, Alkohol—Ather und viel Ather getrocknet. Das Trockenmaterial 
pulverten wir staubfein, und zwar unter Ausschaltung jeglicher Metall- 
gerite und siebten es. 

Zur Darstellung des Auszuges iibergossen wir in einer Pulverflasche 
1 Gew.-Teil Organpulver mit 10 Vol.-Teilen 87°/,igem Glycerin, schiittelten 
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einige Minuten kriftig mit der Hand, um eine innige Durchmischung zy 
erzielen (eventuell mu8 man Kliimpchen mit einem Glasstab zerdriicken) 
und bewahrten die Suspension wihrend 4 Stunden bei 30° auf. Alle Viertel- 
stunden wurde gut durchgeschiittelt. Die Suspension wurde dann 15 Mi- 
nuten lang bei 5000 Umdrehungen zentrifugiert und die triibe Glycerin- 
lésung filtriert. Untersucht wurde das Filtrat, das innerhalb von 24 Stunden 
bei + 2° (im Kiihlschrank) durch Faltenfilter gelaufen war. Die Ausziige 
wurden innerhalb von 48 Stunden nach der Organentnahme im Spaltungs.- 
versuch auf Wirksamkeit gepriift. 

Der ,,Aktivierungsgrad“ des Kathepsins in diesen Ausziigen blieb iiber 
lingere Zeit (+ 2°) ziemlich konstant. 


Tabelle 2. 


Nachweis von vollaktivem Kathepsin in Glycerinausziigen aus Organpulver. 


Ansatz: 2,50 ecm Auszug, 2,50 ccm 8°/,ige Gelatinelésung, 0,70 cem n-Essig- 
siure, mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt; bzw. + 5 mg Cystein (in Lésung). 
Spaltungsdauer 24 Stunden. Titrationsprobe: 2,00cem. t= +30° (£0,02°). 


























Acidititszunahme ii 
Auszug aus Organpulver in com 0,05 n-KOH Eathopee 
nicht mit Cystein in %/, 
aktiviert aktivier 
Leber vom Huhn ......... 0,40 0,66 61 
sg GUM i. whe es 0,55 0,84 65 
x , Sarkomhuhn ..... 0,74 1,03 71 
a yi Rees 0,58 0,86 67 
Leber vom Meerschweinchen . . 0,52 0,74 71 
” ” ” “o 0,22 0,40 56 
Lebern von * ye 0,56 0,82 68 
- " ° ae 0,39 0,65 60 
— A 8) 0,37 0,65 57 
” ” ” - 0,35 0,60 58 
TT 6 0,46 0,82 56 
ss ae 0,28 0,54 52 
eae js ee 0,44 0,82 54 
¥ ,, Carcinommiiusen .. . 0,70 1,10 63 
Leber vom Schwein........ 0,52 0,70 74 
eS “eS ae 0,36 0,53 68 
Lebern®) von Meerschweinchen . 0,45 0,68 67 
Nieren von Meerschweinchen . . 0,33 0,60 55 
. S| Pewee 0,25 | 0,48 52 








1) Leberbrei 4mal mit verdiinntem Alkohol extrahiert. °), *) u. *) entstammen 
einem Autolyseversuch: *) Organbrei sofort, *) Organbrei nach 6 Stunden, 
4) Organbrei nach 24 Stunden zookinasefrei gemacht und dann getrocknet. 
5), ®) u. ") Priparate entstammen einem Autolyseversuch: °) Organbrei sofort 
2mal, *) Organbrei sofort 4mal mit verdiinntem Alkohol extrahiert, ’) Organbrei 
nach 6 Stunden 2mal extrahiert und dann getrocknet. *) Leberbrei 5 Stunden 
autolysiert, dann 3mal mit verdiinntem Alkohol extrahiert und getrocknet. 
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Auf den Aktivierungsgrad des Enzyms im Organpulverauszug 
ist es ohne EinfluB, ob man vor dem Trocknen den Organbrei sofort 
oder erst nach einer mehrstiindigen Autolyse bei Raumtemperatur 
mit verdiinntem Alkohol — 2- oder 4mal — behandelt, d. h. eine 
halbe Stunde lang schiittelt oder wahrend dieser Zeit nur ab und 
zu gut umschiittelt. Ferner, ob man das Trockenmaterial durch 
Liegen an der Luft oder im Exsiccator von noch anhaftendem 
Ather befreit. 

Wir fassen die Ergebnisse der Spaltungsversuche in Ta- 
belle 2 (S. 150) zusammen. 


B. Ausziige aus Organpulver, mit Glycerin verschiedener 
Konzentration und mit Wasser bei + 18° und + 30° bereitet. 
Entstinde das vollaktive Enzym erst wihrend der Extraktion, und zwar 
aus inaktivem Enzym durch Hinzukommen neugebildeter Zookinase oder 
eines anderen noch unbekannten, aktivierend wirkenden Stoffes, dann wiire 
zu erwarten, daB bei verschiedenen Extraktionsbedingungen auch ver- 
schieden groBe Mengen ,,Aktivator“ freigelegt werden, d. h. der Aktivierungs- 
grad der Proteinase in den einzelnen Ausziigen aus dem alten Priiparat 
miiBte verschieden hoch gefunden werden. 

Dies ist aber, wie einige Versuchsergebnisse in Tabelle 3 
und 4 zeigen, nicht der Fall. 

Die Ausziige zweier Versuchsreihen, die als Beispiele angefiihrt 
werden, bereiteten wir uns aus zwei Organpriiparaten, die sorgfiltig von 
,»Zookinase“ befreit waren und von denen das eine ein 8 Monate altes, 
das andere ein 3 Tage altes Priparat von normalen Meerschweinchen- 
lebern war. 

Von jedem Priparate wurden die folgenden 8 Ausziige dargestellt: 
| Gew.-Teil Organpulver wurde mit 10 Vol.-Teilen a) 100, b) 87, ¢) 50°/,igem 
Glycerin und d) mit Wasser 4 Stunden bei + 18° auf der Maschine ge- 
schiittelt, bzw. wihrend 4 Stunden bei + 30° unter 6fterem Schiitteln aus- 
gezogen. Danach wurden die Suspensionen 15 Minuten lang bei 5000 Um- 
drehungen zentrifugiert und die Lésungen durch Faltenfilter bei + 2° 
filtriert. Untersucht wurde das innerhalb von 24 Stunden erzielte Filtrat, 
und zwar 2mal am nichsten Tage. 


Wir fassen die Ergebnisse der Spaltungsversuche in Tabelle 3 
und 4 (S. 152) zusammen. 


Von den benutzten Liésungsmitteln list 100°/,iges Glycerin die ge- 
ringste, 50°/,iges die gréBte Enzymmenge aus dem Organpulver heraus. Die 
verschiedene Enzymausbeute der einzelnen Ausziige beruht unseres Er- 
achtens auf der verschiedenen Léslichkeit des denaturierten EnzymeiweiB- 
komplexes in den verschiedenen Extraktionsmitteln und nicht auf einer in 
dem verschiedenen Milieu besser oder schlechter verlaufenden enzymati- 
schen Freilegung. 


C. WaBrige Ausziige aus Organpulver, bei 0 und + 37° 
bereitet. Um schliissig zu beweisen, daB die katheptische Pro- 
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teinase, die im vollaktiven Zustande in Ausziigen nachgewiesen 
wird, auch im vollaktiven Zustande im ,,zookinasefreien“ Organ- 
pulver vorkommt und sich leicht aus ihm herauslésen aft, 
suchten wir nach einer Darstellung enzymhaltiger Ausziige, bei 
Bedingungen, bei denen Reaktionen méglichst ausgeschlossen 


Tabelle 3. 


Aktivierungsgrad des Kathepsins in Ausziigen aus einem 8 Monate alten 
»z00kinasefreien* Leberpriparat. 


Spaltungsansiitze wie in Tabelle 2; Glycerinkonzentration 25°/,. 
Spaltungsdauer 24 Stunden, /= 30°. Titrationsprobe 2,00 cem. 























Acidititszunahme : 
Glycerin- Extraktions- in cem 0,05 n-KOH ee 
‘ athepsin 
konzentration temperatur nicht mit Cystein in oR 
ad aktiviert aktiviert 
100 30 0,08 0,12 (67) 
87 30 0,22 0,40 56 
50 30 0,30 0,56 54 
Wasser 30 0,25 0,42 59 
100 18 0,01 0,01 = 
87 18 0,26 0,51 51 
50 18 049 | 0,86 57 
Wasser 18 0,34 0,60 57 











Tabelle 4. 


Aktivierungsgrad des Kathepsins in Ausziigen aus einem 3 Tage alten 
zookinasefreien Priiparat von Meerschweinchenlebern. 





100 30 0,10 0,19 538 
87 30 0,34 0,58 59 

50 30 0,45 0,72 63 
Wasser 30 0,32 0,54 59 
100 18 0,10 0,17 58 
87 18 0,36 0,59 61 

50 18 0,50 0,76 65 
Wasser 18 0,39 0,64 61 











waren, die ein Wirksamwerden des angeblich véllig unwirksamen 
Kathepsins im Organpulver zur Folge haben konnten. Wir 
fanden, daB schon ganz kurzes Schiitteln eines in der Flasche 
auf 0° vorgekiihlten Organpulvers mit Eiswasser bei 0° geniigt 
(Dauer 3—5 Minuten), um Enzymlésungen zu gewinnen, in welchen 
mehr katheptische Proteinase enthalten ist, als in den auf iib- 
liche Weise bereiteten Glycerinausziigen. Durch Verwendung 
von Wasser als Lisungsmittel war es méglich, lingstens 20 bis 
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30 Minuten nach Beginn der Extraktion die Spaltungsansiitze 
zu bereiten und 3 Stunden spiter die ersten Bestimmungen des 
Aktivierungsgrades durchzufiihren. Wihrend der Darstellung 
(Dauer 20—30 Minuten) stieg die Temperatur im Auszug nicht 
iiber + 5% 

Zum Vergleich haben wir in derselben Zeit aus Organpulver 
cleicher Herkunft Enzymlésungen bei + 37° dargestellt und auch 
solche, bei denen das Pulver 2 und 4 Stunden bei + 37° mit 
Wasser in Beriihrung war. 


An folgendem Beispiel beschreiben wir die Darstellung wiB- 


riger Ausziige, die wir benutzten. 


Beispiel: 7 normale Lebern, entbluteten Meerschweinchen steril ent- 
nommen, wurden sofort im Porzellanmérser fein zerrieben (Dauer 5 Mi- 
nuten). Gewicht des Leberbreies 108 g. Der Organbrei wurde in einer 
Pulverflasche mit 216 cem 96°/,igem Alkohol wiihrend einer halben Stunde 
gelinde geschiittelt, dann die Suspension abgesaugt und der Riickstand er- 
neut mit 216 ccm 70°/,igem Alkohol '/, Stunde behandelt. Das Organ- 
material trockneten wir wie itiblich mit Alkohol, Alkohol-Ather und viel 
Ather und befreiten es von anhaftendem Ather durch Liegen an der Luft. 
Ausbeute an gesiebtem Pulver 23 g. 


Vor der Bereitung der eiskalten Ausziige haben wir die wihrend des 
Versuches benutzten GlasgefiBe und die Flaschen mit dem abgewogenen 


| Organpulver auf 0° vorgekiihlt; das benutzte Wasser war Schmelzwasser 


von mit sterilem Wasser erzeugtem Kis. 

In einer Flasche wurden 4 g Organpulver mit 40 cem Eiswasser wiih- 
rend 5 Minuten geschiittelt. Dann wurde die Suspension auf vorgekiihlte 
Filter gebracht und in den Kiihlschrank (1—2°) gestellt. 15 Minuten da- 
nach wurde das Filtrat zur Bereitung der Spaltungsansiitze benutzt. 


Bei der Darstellung der bei + 37° bereiteten Ausziige waren die 
Flaschen mit dem Organpulver und das Wasser auf 37° vorgewiirmt. Die 
Suspension wurde 5 Minuten lang in Wasser von + 37° geschiittelt oder 2 
bzw. 4 Stunden darin unter 6fterem Umschiitteln aufbewahrt. Die Filtra- 
tion der Suspension erfolgte bei Zimmertemperatur; 20, 135 bzw. 255 Mi- 
nuten nach dem Zusammengeben von Pulver und Wasser wurden die Spal- 
tungsansiitze bereitet. 

Zur Kontrolle diente folgender Auszug: 4g Organpulver in einer 
Pulverflasche mit 40 cem 87°/,igem Glycerin itibergossen, wurde kriiftig 
durchgeschiittelt und die Flasche mit Suspension unter 6fterem Umschiitteln 
4 Stunden bei + 30° aufbewahrt. Die Suspension wurde danach 15 Minuten 
lang (5000 Umdrehungen) zentrifugiert und die triibe Lésung durch Falten- 
filter bei + 2° filtriert. Das nach 24 Stunden gewonnene Filtrat wurde 
untersucht. 


Die Ergebnisse einer solchen Versuchsreihe sind in Tab. 5 
(S. 154) zusammengestellt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXVI. 1] 
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Tabelle 5. 


Vollaktives Kathepsin in wiBrigen Ausziigen aus ,,zookinasefreiem“ Organ- 
pulver bei 0° und 37° bereitet. Spaltungsansitze wie in Tab. 2 angegeben. 
Glycerinkonzentration 25°/,. Titrationsprobe: 2,00 cem. 





























Extraktions- Acidititszunahme Akti 
Aus- bedingungen | Spaltungs- in ccm 0,05 n-KOH Th el 
zug damer vierungs- 
Nr. 40 Dauer | in Stunden nicht mit Cystein grad 
in Min. aktiviert aktiviert in "/ 
1 0 5 3 ae oo 73 
6 6 es oe 14 
24 24 0,90 | 1,28 69 
2 0 5 3 0,13 0,17 76 
6 025 | 0,84 74 
24 0,92 1,27 72 
3 37 5 3 0,13 | 0,17 76 
6 018 {| 0,24 69 
24 080 | 41,12 71 
4 37 5 3 Ss cote, 79 
24 0,80 | 1,18 68 
5 37 120 24 0,30 | 0,48 62 
6 37 240 24 0,27 | 0,42 64 
7) 30 240 24 0,68 | 0,90 75 

















1) Glycerinauszug. 


Die Ergebnisse einer anderen Versuchsreihe, welche die 
voranstehende bestiitigt und zugleich erweitert, sind in Tab. 6 
zusammengestellt, 


Tabelle 6, 


Material und Ausziige: 8 Meerschweinchenlebern, o. B., im Mérser zerrieben. 
Organbrei 120 g. 


Auszug 1: 10g Leberbrei, 20 ccm 87 °/,iges Glycerin, 0,03 cem Eisessig, 
4 Stunden bei + 20° geschiittelt. Suspension 15 Minuten lang 
(5000 Umdrehungen) zentrifugiert. Untersucht wurde das 24- 
stiindige Filtrat. 

Organpulver: 100 g Leberbrei 2mal mit 200 cem 96 bzw. 70°/,igem Alkohol 
je */, Stunde behandelt; mit Alkohol, Alkohol—Ather und Ather 
getrocknet. Material gepulvert und gesiebt. 

Auszug 2: 2g Organpulver, 20 ccm 87°/,iges Glycerin, 4 Stunden bei 30°; 
weiterverarbeitet wie bei 1. 

Auszug 3: 5 g Organpulver in Flasche auf 0° vorgekiihlt, 6 Minuten mit 
50 ccm Eiswasser bei 0° geschiittelt, Suspension auf tiefgekiihlter 
Nutsche in Flasche (in Eiswasser stehend) unter gelindem 
Saugen filtriert. Filtrat sofort nach 30 Minuten untersucht. 

Auszug 4: Filterriickstand von 3 nur abgepreBt; Riickstand in Flasche mit 
35 ecm Eiswasser, wie unter 3 behandelt. Filtrat sofort unter- 
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Auszug 5: Filterriickstand von 4, nur scharf abgepreBt, mit 35 ccm Eis- 
wasser wie unter 3 behandelt. Filtrat nach 20 Minuten unter- 
sucht. 

Auszug 6: Die Hilfte des abgepreBten Filterriickstandes von 5 mit 20 ecm 
Eiswasser aufgeschlemmt und 24 Stunden im Kiihlschrank (+ 2°) 
aufbewahrt. Ofters umgeschiittelt. Filtrat am niichsten Tag 
untersucht. 

Auszug 7: Die andere Hilfte des Riickstandes von 5 mit 20 cem Wasser 
aufgeschlemmt und 24 Stunden bei + 20° aufbewahrt. Filtrat 
sofort untersucht. 

Spaltungsansiitze wie iiblich’; Titrationsprobe: 2,00 ccm. 




















Aciditiitszuwachs 
Auszug | Spaltungsdauer in cem 0,05n-KOH Aktivierungsgrad 
Nr. in Stunden nicht | mit Cystein in °/o 
aktiviert | aktiviert 
1 24 0,91 | 1,13 80 
2 24 0,52 0,74 70 
3 3 0,11 0,14 719 
r 0,22 0,30 73 
24 0,80 1,14 68 
4 4 0,05 0,07 (71) 
24 0,21 0,31 68 
5 24 0,06 0,08 (75) 
6 24 —0,10 | —0,10 — 
7 24 —0,05 | —0,07 — 











III. Nachweis von vollaktiver katheptischer Proteinase in Organ- 
pulver. Das zu diesen Versuchen benutzte Organpulver war, wie 
auf §. 149 beschrieben wurde, aus Meerschweinchenlebern dar- 
gestellt. 


Tabelle 7. 


Nachweis von vollaktivem Lyo- und Desmo-Kathepsin 
in der Meerschweinchenleber. 


Versuch 1: Organpulver; zum Spaltungsansatz von 10 cem wurden 100 mg 
Pulver benutzt; zur maximalen Aktivierung 5 mg Cystein. 

Versuch 2: Wie 1; nur mit 25 mg Cystein. 

Versuch 3: Spaltungsansiitze wie bei 1; nur wurde nach 5 Minuten das 
Pulver wieder entfernt. 

Versuch 4: 2g Organpulver, 20 ccm 87°/,iges Glycerin, 4 Stunden bei 
30°. Filtrierter Auszug wie iiblich gewonnen. 

Versuch 5: 3 g Organpulver (0°), 30 cem Eiswasser, 5 Minuten bei 0° ge- 
schiittelt. Filtrat nach 30 Minuten untersucht. 

Versuch 6: AbgepreBter Riickstand von Versuch 5. 6 Minuten mit 30 ccm 
Eiswasser behandelt. Filtrat nach 30 Minuten untersucht. 

Versuch 7: Riickstand von Versuch 6, 10 Minuten mit 30 ccm Eiswasser 
behandelt. Filtrat nach 20 Minuten untersucht. 
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Versuch 8: 
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Riickstand von Versuch 7 mit Alkohol, Alkohol—Ather und Ather 
getrocknet; Trockenpulver untersucht, und zwar 250 mg fiir den 
10 ecm-Spaltungsansatz. 


Spaltungsdauer: 24 Stunden, ¢ = + 30°. Titrationsprobe 2,00 cem. 


























Versuch Acidititszunahme in ccm 0,05 n-KOH Vollaktives 
Nr 3 res — 
s nicht aktiviert | mit Cystein aktiviert in °/, 

13) 0,76 1,40 55 
2%) 0,68 1,42 54 
3 8) 0,68 1,30 52 
4 0,40 0,65 61 
5 0,54 0,85 63 
6 0,16 0,28 57 
q ie ha lass 
8 0,12 0,20 60 
1), 2) u. §) Acidititszunahme ist auf 2,50 cem Auszug umgerechnet. 


Das fiir die Versuche, deren Ergebnisse in Tab. 8 zusammengestellt 
sind, benutzte Organpulver, wurde durch 4malige Behandlung von Meer- 
schweinchenleberbrei mit verdiinntem Alkohol und nachfolgendem Trocknen 
mit Alkohol-Ather gewonnen. 


Tabelle 8. 


Nachweis von vollaktivem Lyo- und Desmo-kathepsin in einem 4mal mit 
verdiinntem Alkohol extrahierten Meerschweinchenleber-Priparat. 


Versuch 1: 


Versuch 2: 


Auszug 3: 


Auszug 4: 


Auszug 5: 


Auszug 6: 


Auszug 7: 


Versuch 8: 


15 g frischer Leberbrei, 30 ccm 87°/,iges Glycerin (0,15 °/, 
Essigsiure enthaltend), 4Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt. 
Suspension wie auf S. 154 weiterbehandelt. 

Zookinasefreies Organpulver, und zwar 0,100 g fiir den 10 cem- 
Spaltungsansatz. Angaben sind auf 0,250 g, entsprechend 
2,50 cem Auszug umgerechnet. 

2g zookinasefreies Organpulver, 20 cem 100°/,iges Glycerin, 
4 Stunden bei 30° aufbewahrt. Suspension wie S. 154 weiter- 
behandelt. 

2g Organpulver, 20 ccm 87°/,iges Glycerin, 4 Stunden 30°. 
Filtrat wie iiblich gewonnen. 

6 g Organpulver (0° abgekiihlt), 60 cem Eiswasser, 5 Minuten in 
Eiswasser geschiittelt. Auf kalter Nutsche portionsweise ab- 
gesaugt (Dauer 15 Minuten). Filtrat sofort zum Spaltungsansatz 
benutzt. 

Gut abgepreBter Riickstand von 4, kurz in Eis—Kochsalz abge- 
kiihlt, dann 8 Minuten mit 45 ccm Eiswasser bei 0° geschiittelt. 
Filtrat nach 10 Minuten zur Bestimmung benutzt. 

Riickstand von 5 mit 45 ccm Eiswasser 10 Minuten lang bei 0° 
geschiittelt. Filtrat nach 10 Minuten zum Spaltungsansatz 
benutzt. 

Riickstand von 6 wurde an der Zentrifuge rasch gewaschen 
und mit Alkohol—Ather getrocknet. Zum Spaltungsversuch wurden 
0,250 g fiir einen 10 cem-Ansatz benutzt. 
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Auszug 9: 2 g des in Versuch 8 gepriiften Organpulvers (3mal mit Eis- 
Wasser ausgezogen und wieder getrocknet), 20 ccm 87°/,iges 
Glycerin, 4 Stunden 30°. Filtrat wie iiblich gewonnen. 

















— Acidititszunahme in cem 0,05 n-KOH | Aktivierungsgrad 

: erage 

Auszug Nr.| nicht aktiviert | mit Cystein aktiviert me 
1 1,24 | 1,43 87 
2 1,30 | 1,65 79 
3 0,16 | 0,28 58 
4 0,52 | 0,82 63 
5 0,58 ! 0,96 60 
6 0,30 | 0,53 57 
7 0,05 | 0,08 (62) 
8 0,10 | 0,18 56 
9 0,00 | 0,00 — 








Tabelle 9. 
Ubersicht: Kathepsinwirkung yon zookinasefreien Leberpriparaten. 


Priparat 1: Organbrei aus 5 Meerschweinchenlebern, 2mal mit verdiinntem 
Alkohol je '/, Stunde auf der Maschine geschiittelt; mit Alkohol- 
Ather getrocknet. 

Priparat 2: Organbrei aus 8 Meerschweinchenlebern, 4mal mit verdiinntem 
Alkohol extrahiert und dann getrocknet. 

Priparat 3: Organbrei aus 4 Meerschweinchenlebern, 3 Stunden bei 25° 
autolysiert, dann 3mal mit verdiinntem Alkohol extrahiert und 
getrocknet. Fiir den 10 ccm Spaltungsansatz benutzt: 0,100 ¢ 
Organpulver. Spaltungsdauer 24 Stunden; ¢ = 30°. 

Angaben sind auf 0,250 g, entsprechend 2,50 cem Auszug, um- 




















gerechnet. 
Priparat Acidititszunahme in cem 0,05 n-KOH pg 
athepsin 
ite. nicht aktiviert | mit Cystein aktiviert in °/, 
1 1,05 (1,15)}) 1,50 (1,60)') 70 (72)%) 
2 1,30 (1,40)') 1,65 (1,80)%) 79 (78)?) 
3 1,28 | 1,73 74 








1) Ergebnisse der Mikro-v. Slyke-Bestimmung. 


IV. Die ,,zusdtzliche Aktivierung“ in Ausziigen aus frischem 
Organbrei. Die ungefiihre GréBe der zusitzlichen Aktivierung des Kathepsins 
in den Organbreiausziigen kann man u. E. ermitteln. Wir nehmen an, da8 im 
Organbreiauszug ebensoviel Prozent Kathepsin in vollaktivem Zustande 
vorkommen, wie im Organpulverauszug gefunden werden. Danach wiirde die 
Differenz der beiden Aktivierungsgrade der Enzyme in Organbrei- und 
Organpulverauszug ausdriicken, wieviel Prozent der Proteinase im ersteren 
Auszug durch Glutathion aktiviert werden. 

Beispiel. Auszug A: Gewonnen aus Organbrei mit der doppelten 
Menge 87°/,igen Glycerins (0,15°/, Essigsiiure enthaltend) durch 4stiindiges 
Schiitteln bei Raumtemperatur. 
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Auszug B: Gewonnen aus zookinasefreiem Organpulver vom gleichen 
Ausgangsmaterial wie in A mit der 10fachen Menge 87°/,igem Glycerin 
wihrend 4 Stunden bei + 30°. 

Auszug C: Gewonnen aus zookinasefreiem Organpulver (vom gleichen 
Priparat wie in B) mit der 10fachen Menge Eiswasser wihrend 5 Minuten 
bei 0°. 

Ergebnisse des Spaltungsversuches in Tab. 10. 


Tabelle 10. 


Spaltungsansiitze wie in Tab. 2. Spaltungsdauer 24 Stunden, ¢ = 30°. 
Titrationsprobe 2,00 ccm. 























Acidititszunahme 
in cem 0,05 n-KOH Akti- Zusitzliche 
Auszug vierungsgrad| Aktivierung 
nicht mit Cystein in 9 in 9 
‘oF Ki 0 0 
aktiviert aktiviert 
A 0,91 1,13 80 
B 0,52 0,74 70 10—12 
C 0,80 1,14 68 











In Tab. 11 stellen wir noch weitere Ergebnisse von Versuchen zu- 
sammen, die in dieser Richtung hin unternommen wurden. Die angefiihrten 
Organbreiausziige wurden wie der Auszug A, die Organpulverausziige wie 
der Auszug B im obigen Beispiel bereitet. Man entnimmt den Angaben 
der Tab. 11 ferner noch, da8 die Enzymausbeute in den Ausziigen aus 


Tabelle 11. 


Vollaktive und aktivierte katheptische Proteinase in Ausziigen aus Leberbrei. 


Spaltungsansiitze wie in Tab. 2. Spaltungsdauer 24 Stunden; ¢ = + 30°. 
Titrationsprobe 2,00 ccm. 





























arene oo Akti- Zusiitz- 
Aussug aus paces. andins vierungs- | liche Akti- 
nicht {mit Cystein| grad vierung 
aktiviert | aktiviert in °/o in °/, 
Organbrei 0,99 1,16 85 
Organpulver Ochsenleber 0,26 0,46 57 as 
Organbrei , 1,01 1,12 90 ° 
Organpulver } Schweineleber 0.41 0,59 69 wee 
Organbrei . 1,02 1,20 85 
Organpulver Hithnerleber 0,51 0,81 62 i 
Organbrei Meerschwein- 0,58 0,72 80 9 
Organpulver chenleber 0;27 0,38 71 
Organbrei . 0,95 1,71 56 e 
Organpulver Hihnerleber 0,42 0,82 51 5 
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Trockenpriparaten viel geringer ist als die in den aus Organbrei bereiteten.'’) 
87°/,iges Glycerin ist, wie oben erwihnt, fiir den denaturierten Enzym- 
eiweiBkomplex kein gutes Lésungsmittel. 


V. Autolyseversuche. Wenn ,,bei der Autolyse der Organe ... ihr 
Gehalt an Zookinase betrichtlich“*) zuniihme, dann miiBte der Aktivierungs- 
grad der Proteinase im Auszug aus mehrstiindig autolysiertem Organbrei 
héher gefunden werden als der des Enzyms im Auszug, der sofort nach 
dem Zerkleinern des Organs aus dem Brei bereitet wird. 


Wie aus den Ergebnissen zweier Versuche in Tab. 9 und 10 
klar hervorgeht, verschiebt sich das im Organbrei anfinglich vor- 
liegende Verhiltnis zwischen ,,aktiviertem“ und inaktivem Enzym 
wibrend der Autolyse nicht zugunsten, sondern eher zuungunsten 
des , aktivierten“ Teiles. Eine Vermehrung der ,,Zookinase“ wihrend 
der Autolyse konnte also nicht nachgewiesen werden, d. h. die 
anfinglich im Organbrei vorhandene Menge Glutathion nimmt 
wihrend der Autolyse eher ab als zu. 


Tabelle 12. 
Autolyseversuch mit Hiihnerlebern. 


6 normale Lebern von Hiihnern, steril entnommen, wurden im sterilen 
Morser gut zerrieben, der Leberbrei wie folgt verarbeitet: 


1. 25 g Organbrei sofort mit 50 cem 87°/,igem Glycerin und 0,075 ccm 
Eisessig 4 Stunden bei Zimmertemperatur geschiittelt; Suspension 
15 Minuten lang (5000 Umdrehungen), zentrifugiert; Lésung 24 Stunden 
durch Faltenfilter bei + 2° filtriert. 

2. 30g Organbrei sofort mit 60 cem 96 °/,igem Alkohol '/, Stunde, dann 
ebenso lange mit 60 cem 70 °/,igem Alkohol behandelt; mit Alkohol, 
Alkohol-Ather, Ather getrocknet, gepulvert und gesiebt. Auszug wie 
auf §. 149 dargestellt. 

3. 30g Organbrei sofort mit 60 ccm 96 bzw. 70°/,igem Alkohol je 
1/, Stunde, dann noch 2 mal mit 60 cem 70°/,igem Alkohol je '/, Stunde 
behandelt. Getrocknet wie unter 2. Auszug wie auf S. 149 bereitet. 

Der Rest des Leberbreies wurde 6 Stunden bei + 20° aufbewahrt 
und dann wie folgt aufgearbeitet: 

4, 25 g Organbrei wie unter 1. 

5. 25 g Organbrei wie unter 2. Auszug wie 8.149 gewonnen. 


6. Vergleichsauszug aus den Milzen der Hiihner; dargestellt wie unter 1. 
Spaltungsansiitze wie in Tab. 2 angesetzt; Titrationsprobe 2,00 ccm. 


18) Vgl. dagegen die Angaben von E. Waldschmidt-Leitz, A. 
Schaffner, J. J. Bek und E. Blum, Diese Z. 188, 17 (1930), und zwar S. 22. 
Bei welchen Bedingungen sie diese so enzymreichen Glycerinausziige aus 
Organpulver gewonnen haben, ist nicht ersichtlich. 
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Auszug Acidititszunahme in cem n-KOH Aktivierungsgrad 
Nr. nicht aktiviert mit Cystein aktiviert in °/, 
1 0,95 | 1,71 56 
2 0,42 0,82 51 
3 0,28 | 0,54 52 
4 1,00 | 1,80 55 
5 0,44 0,82 54 
6 0,57 1,01 56 








Tabelle 138. 


Autolyseversuch mit Meerschweinchenlebern. 


10 steril entnommene Lebern (0. B.) von gesunden Meerschweinchen zerrieben 


bo 


wir im sterilen MGrser. Der Leberbrei wurde wie folgt verarbeitet: 
® 


15 g Organbrei sofort mit 30 ccm 87 °/,igem Glycerin und 0,045 ecm 
Eisessig 4 Stunden an der Maschine geschiittelt; Suspension 15 Min. 
lang (5000 Umdreh.) zentrifugiert; Lésung 24 Stdn. bei + 2° filtriert. 
60 g Organbrei 2mal mit 120cem 96 bzw. 70°/,igem Alkohol je 
1/, Stunde behandelt, dann getrocknet. Trockenmaterial gepulvert und 
gesiebt. Auszug wie auf S. 149 angegeben bereitet. 
Der Rest des Leberbreies bei + 20° aufbewahrt. Nach 6 Stdn. 
ein Teil davon verarbeitet: 
15 g wie unter 1. 
40 g wie unter 2; Alkoholmenge entspr. geringer. Auszug wie bei 2. 
Nach 24 Stunden der Rest verarbeitet: 
15 g wie unter 1. 
30 g wie unter 2; nur mit entsprechend weniger Alkohol extrahiert. 
Auszug wie bei 2. 
Nierenbreiauszug wie unter 1. bereitet. 
Milzbreiauszug wie unter 1. gewonnen. 














Auszug Acidititszunahme in cem 0,05 n-KOH | Aktivierungsgrad 
Nr. nicht aktiviert {mit Cystein aktiviert in °/, 
1 0,69 | 0,91 76 
2 0,39 0,60 65 
3 0,69 | 1,02 68 
4 0,37 0,65 57 
5 0,67 | 1,08 62 
6 0,35 | 0,60 58 
7 0,67 | 0,87 77 
8 0,98 | 1,47 67 
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Uber Kathepsin und Peptidasen in carcinomatisen 
und sarkomatisen Tieren. 
Von 
Ernst Maschmann und Erica Helmert. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses in Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Februar 1933.) 


Will man aus dem Enzymgehalt von Ausziigen auf den der 
extrahierten Organe und Gewebe schlieBen und soll auf Grund 
der SchluBfolgerungen der Enzymgehalt verschiedenartiger Organe 
und Gewebe verschiedener Tierarten untereinander verglichen 
werden, dann setzt dies voraus, daB die betreffenden Enzyme in 
den Organ- und Gewebezellen gleich gebunden vorliegen, damit 
das Inlésunggehen der Enzyme bei gleicher Behandlung des 
Ausgangsmaterials und Darstellung der Ausziige in jedem Falle 
im selben Umfange erfolgt. Da die Untersuchungen von R. Will- 
stitter und M. Rohdewald') vermuten lassen, daB diese Vor- 
aussetzung nicht iiberall und fiir jedes Enzym gewihrleistet ist, 
muB man Angaben iiber den Enzymgehalt von Organen, sobald 
sie nur aus dem Auszugsgehalt abgeleitet sind, auf die bei be- 
stimmten Bedingungen in einem Lésungsmittel léslichen, also 
Lyo-enzyme beschrinken. Es ist klar, daB damit noch nichts 
iiber den Gesamtgehalt des Extraktionsmaterials an Enzym aus- 
gesagt wird, weil diese Art der Untersuchung eventuell vorlie- 
gendes Desmo-enzym unberiicksichtigt laBt. Es kénnte vor- 
kommen, daB in dem einen oder anderen Organ bzw. Gewebe 
gerade diese Art Enzym vorherrscht oder in beachtenswerter 
Menge vorliegt. 

Auch wenn diese Voraussetzung erfiillt ist, haften den Er- 
gebnissen des Spaltungsversuches Unsicherheiten an, die z. B. von 
den Begleitstoffen in den Enzymausziigen verursacht werden 
kénnen. Es ist wohl sicher, daB die Art und Menge der Stoffe, 
die das Enzym begleiten, in den Ausziigen aus den verschieden- 
artigen Organen recht verschieden sind. Auf welche Weise sie 





1) Diese Z. 203, 189 (1931), und zwar S. 204. 
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sich bei der Enzymermittlung auswirken kénnen, ist noch wenig | _ 
erforscht. Wiahrend z.B. der Kathepsin- und wohl auch der | 


Peptidasengehalt der Organe und Tumoren auf Grund heutiger 
Kenntnis ziemlich gut zu erfassen ist, kann der Zustand des 
Kathepsins in den lebenden Zellen nicht ohne weiteres aus dem 
des Enzyms im Auszug abgeleitet werden. Hemmt oder aktiviert 
z. B. ein Begleitstoff die Wirkung des Enzyms in vitro, so be- 
sagt dies noch nicht, daB er den gleichen Einflu8 auch auf das 
Enzym in der lebenden Zelle ausiibt oder auszuiiben vermag. 
wobei es noch fraglich ist, ob dieser Stoff iiberhaupt dort so vor- 
kommt, daB er mit dem Enzym in Wechselwirkung treten kann. 

Fir eine vergleichende Untersuchung des Kathepsingehaltes 
verschiedenartiger Organe und Gewebe liegen die Verhiltnisse 
anscheinend giinstig, dagegen nicht fiir eine Beurteilung des 
Enzymzustandes. Die vorstehende Untersuchung hat ergeben, 
daB das Enzym zum gréBten Teile locker an Zellbestandteile 
gebunden, also leicht in wasserhaltigem Glycerin loslich ist. 
Auch die Hauptmenge des in der Krebszelle und embryonalen 
Zelle enthaltenen Kathepsins darf man, nach demniichst zu ver- 
jffentlichenden Versuchen, zu den Lyo-enzymen ziihlen. Also sind 
die Schlu&folgerungen, die wir aus den Auszugsbefunden auf den 
Lyo-enzymgehalt der untersuchten Organe ziehen, nicht nur erlaubt, 
sondern diirfen auch auf den Gesamtgehalt des Organs an Enzym 
ausgedehnt werden. Eine Beurteilung des Enzymzustandes in 
der lebenden Zelle, wird davon abhiingen, inwieweit man dazu 
in vitro-Ergebnisse fiir ausreichend erachtet.’) 

Im folgenden soilen unter Lyo-kathepsin und Peptidasen die Enzyme 
verstanden werden, die aus frischem, zerkleinertem Material mit wasser- 
haltigem, schwach sauerem Glycerin wihrend 4 stiindigem Schiitteln bei 
Raumtemperatur extrahierbar sind. Die einmalige Extraktion bei diesen 
Bedingungen geniigt nicht — wie wir fiir die katheptische Proteinase zeigen 
konnten —, um das Lyo-kathepsin aus dem Organbrei vollstindig heraus- 
zulésen; immerhin gelingt es, die Hauptmenge des locker gebundenen En- 
zyms in Lésung iiberzufihren. Auch das Lyo-kathepsin der Krebszelle von 


Impfgeschwiilsten wird ebenso gleichmiBig herausgelést, wie das der Organ- 
zelle, nimlich zu ungefihr 80—90°/,. 


Unsere Versuchsergebnisse zeigen klar, daB die Zellen der 


Leber, Milz und Niere normaler und carcinomatiser bzw. 
sarkomatéser Tiere viel mehr Kathepsin enthalten als die 
des Miusecarcinoms, des Miuse- und Hiithnersarkoms. 





1) Uber den Zustand des Kathepsins in Ausziigen aus frischem und 
getrocknetem Organ vgl. man die vorstehende Mitteilung. 
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eine von uns schon vor laingerer Zeit festgestellt hat. 
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Die auf die alten Untersuchungen besonders von F. Blumenthal 
und CO. Neuberg sich stiitzende Annahme, da8 bésartige Geschwiilste be- 
sonders reich an EiweiB abbauenden Enzymen seien, trifft fiir die kathep- 
tische Proteinase nicht zu. Es unterliegt keinem Zweifel, da8 die Krebs- 
zellen des Miusecarcinoms (Stamm Ehrlich), des Miéusesarkoms 179 und 
des Hithnersarkoms viel irmer an Kathepsin sind als die Leber-, Milz- 


* und Nierenzellen. Vor kurzem haben H. A. Krebs’) und vor allem 
’ H.Kleinmann und F. Werr’) an menschlichen Spontantumoren Beob- 
' achtungen gemacht, wonach sich ,,weder qualitativ noch quantitativ Extrakte 
- aus malignen Tumoren von solchen aus normalen Geweben unterscheiden. 
_ Die Tumorextrakte enthalten eher weniger Ferment als die Extrakte aus 
- normalen parenchymatésen Organen“.*) 


Noch weniger Lyokathepsin wie das Krebsgewebe enthiilt 


- das Muskelgewebe. So findet man z. B. in Ausziigen aus dem 
- Brustmuskel des normalen Huhnes und aus dem Teil des 
- Muskels, der das Sarkom umgibt, kaum meBbare Mengen 
_ Kathepsin; ohne Zweifel weniger als im Sarkomauszug. Eine 
_ Anhiiufung katheptischer Proteinase in dem das Sarkom um- 


gebenden Muskelgewebe (entweder von einer Leukocytenansamm- 
lung herriihrend oder von Sarkomzellen sezerniert) ist also nicht 
nachzuweisen. 

Eine Aufhellung der Frage, ob die Sarkomzelle beim Verimpfen zell- 
freier Hiihnersarkomausziige %), aus differenzierten Muskelzellen oder un- 
differenzierten Zellen (z. B. Wanderzellen) entsteht, wiire fiir die Beurtei- 
lung des Enzymgehaltes der Sarkomzelle von Bedeutung. Wenn niimlich 
die Geschwulstzelle aus Muskelzellen entstiinde, dann wiirde die Umwand- 
lung dieser in Krebszellen (Kataplasie) von einer vermehrten Enzymbildung 
begleitet sein. 

Auch in Ausziigen aus embryonalem Gewebe, z. B. aus 
10tagigen Hiihnerembryonen oder in dem sogenannten Embryo- 
nalextrakt, wie er fiir die Gewebeziichtung als Nihrmedium be- 
nutzt wird, kommen nur sehr geringe Mengen Kathepsin 
vor. Die katheptische Wirkung getrockneter Hiihnerembry- 
onen, im Spaltungsversuch direkt ermittelt, ist ebenfalls gering. 

Ein unerwartetes Ergebnis unserer Untersuchung ist die 
Beobachtung, daB im nekrotischen Material des Miuse- 
carcinoms (Stamm Ehrlich) die katheptische Proteinase fast 


) Biochem. Z. 238, 174 (1931). 

*) Biochem. Z. 241, 108 ff. (1931). 

5) Die zum Verimpfen des Sarkoms iiblichen wiBrigen, zellfreien 
Sarkomausziige [vg]. E. Maschmann u. B. Albrecht, Diese Z. 196, 241 
(1931)] enthalten keine meBbaren Kathepsin- und Lipasemengen, wie der 
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véllig fehlt und daB, worauf wir noch zuriickkommen, der Di- 
peptidasegehalt dieses Materials gegeniiber dem des soliden 
Gewebes um rund ?/, zuriickgegangen ist. DaSf im Auszug 
aus dem nekrotischen Material, im Gegensatz zum Auszug aus 
dem soliden Gewebe der gleichen Geschwiilste, fast kein Kat- 
hepsin nachzuweisen ist, kann nicht durch die Anwesenheit 
hemmender Stoffe erklirt werden. Zugesetzter Auszug aus ne- 
krotischem Material zu kathepsinhaltigen Liésungen schwicht 
nimlich deren Wirksamkeit nicht me8bar ab. Demnach scheint 


das in der Krebszelle vorliegende Kathepsin im Verlaufe oder | 
nach Ablauf der Vorginge, die zum nekrotischen Zerfall der Ge- | 


schwulstzelle fithren, zerstért zu werden. 


Eine Bewertung des Enzymgehaltes verschiedenartiger Organe und 
Gewebe wird stets die funktionelle Bedeutung der betreffenden Organe und 
Gewebe zu beriicksichtigen haben. Vergleicht man z. B. den Kathepsin- 
gehalt von Krebszellen mit dem von Organzellen, so vergleicht man den 


Enzymgehalt von undifferenzierten Zellen, deren einzige augenscheinliche | 


Tatigkeit in einem anarchischen Wachstum besteht, mit dem differenzierter 
Zellen, denen ganz bestimmte Funktionen innerhalb des Organismus zu- 
geteilt sind. Es ist deshalb nicht verwunderlich, wenn die fiir den Stoff- 
wechsel wichtigen Zellen der Leber, Milz und Niere mehr (und ,,wirk- 
sameres“) Kathepsin enthalten als Zellen, in denen nach der heutigen 
Kenntnis hauptsichlich energieliefernde bzw. aufbauende Reaktionen ab- 
laufen. 


Wenn die Krebszellen auch viel weniger Kathepsin ent- 
halten als Organzellen, so konnte vielleicht die Leistung der ge- 
ringeren Enzymmenge durch eine gréBere ,,Aktivitait“ des Kat- 
hepsins aufgewogen werden. Soweit das Verhalten des Enzyms 
in den Organ- und Tumorausziigen und im ,,zookinasefreien“ 
Material eine Beurteilung des Enzymzustandes in den Zellen 
erlaubt, ist dies nicht der Fall, denn der Aktivierungsgrad 
der katheptischen Proteinase wird in den Tumorausziigen 
und in Tumorpriparaten in der Regel niedriger gefunden als 
in den Organausziigen und Organpriparaten. 

Auf Grund des ermittelten Aktivierungsgrades lagen z. B. in 
34 Organausziigen immer iiber 50, vielfach sogar 80 und mehr Prozent des 
Kathepsins in ,,wirksamer“ Form vor, dagegen enthielten von 12 unter- 
suchten Miusecarcinom- und Sarkomausziigen') nur 2 etwas mehr als 50°), 
Enzym in ,,aktiver“ Form. Die Carcinome, in deren Ausziigen mehr als 
die Hilfte des Kathepsins wirksam gefunden wurde, zeigten keine auf- 


fallenden Wachstumsunterschiede gegeniiber den anderen Tumoren. Die 
Angaben iiber den Aktivierungsgrad der katheptischen Proteinase in den 





1) Diese waren jeweils aus 15-—25 Tumoren bereitet. 
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: Ausziigen aus Hiihnersarkom, machen wir unter Vorbehalt, da die Er- 
’ mittlung des Acidititzuwachses im Spaltungsversuch wegen der gallertigen 
’ Beschaffenheit der Glycerinausziige aus dem benutzten Myxosarkom auf 











 Schwierigkeiten stieB. Eine Nachpriifung der Befunde am Hiihnersarkom 


yon P. Rous!) ist im Gange.’) 
Es ist bemerkenswert, daB — im Gegensatz zum Kathepsin- 


+ gehalt — der Peptidasengehalt der Organ- und Geschwulst- 
' ausziige ziemlich gleich ist; vielleicht enthilt von den unter- 


suchten Organen die Milz der Tumortiere die gréBte Dipepti- 
dasemenge. In Ausziigen aus dem nekrotischen Teil des 
Mausecarcinoms ist nur noch ungefihr 3/, der in Ausziigen aus 
dem soliden Teile (Krebsgewebe) vorkommenden Dipeptidase- 
menge nachzuweisen. Vielleicht wird das Leucylglycin spaltende 
Enzym im nekrotischen Material langsam zerstért. In welcher 
Weise der verhiltnismiBig groBe Peptidasengehalt der 
Krebszelle zu bewerten ist, bleibt ungewib. 

Im Blutserum normaler und sarkomatéser Hiihner sowie im 
Serum von Meerschweinchen und in der Brustmuskulatur des 
Huhnes haben wir keine oder fast keine Dipeptidase, in 


dieses Enzyms im Serum und im Hihnermuskelgewebe kann 
nicht auf einer zwischenzeitlichen Inaktivierung beruhen, weil wir 
das Serum innerhalb von 6 Stunden nach dem Entbluten der 
Tiere, die Ausziige aus Muskelgewebe innerhalb von 24 Stunden 
nach ihrer Gewinnung im Spaltungsversuch untersucht haben. 
Nach W. Grassmann und W. Heyde’) findet niimlich eine In- 


Besondere Beachtung verdient die Feststellung, daB der Lyo- 
kathepsingehalt der bisher untersuchten Lebern normaler Hiihner 
und Miuse merklich geringer war, als der von Lebern carcino- 
matéser bzw. sarkomatéser Tiere. Noch auffallender scheint uns 
die Vermehrung zu sein, welche das Enzym in der Milz der Tumor- 


» tiere erfihrt. Vielleicht ist ein Zusammenhang zu suchen zwischen 


1) Wir verdanken diesen Stamm Herrn Dr. W. E. Gye (London), fiir 
dessen liebenswiirdiges Entgegenkommen wir ihm unseren aufrichtigen 


' Dank sagen. 


*) Wir konnten aus dem Hiihnersarkom bisher keinen kochbestiin- 
digen Aktivator fiir das Kathepsin gewinnen. Vgl. dazu F. Demuth und 
I. y. Riesen, Biochem. Z. 208, 22 (1928). 

8) Diese Z. 188, 69 (1930). 
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diesem Befunde und den Beobachtungen zahlreicher Forscher, wo- 
nach hemmende Einfliisse von der Milz auf das Wachstum von 
Impfgeschwiilsten ausgehen sollen. Man wird das experimentelle 
Material noch vermehren miissen, um gegen Zufallsbefunde ge- 
sichert zu sein. Aufer der Enzymmenge scheint auch die Akti- 
vitit des Lyo-kathepsins in den Organen der Tumortiere etwas 
héher zu sein als in den Organen normaler Tiere. 

Ks bleibt vorerst ungewib, ob diese im Organbreiauszug fest- 


zustellende Aktivititssteigerung des Kathepsins durch eine Ver- | 
mehrung des vollaktiven oder des ,,aktivierten“ Enzyms') bedingt | 


ist. Im ersteren Falle kénnte eine Vermehrung des vollaktiven 
Enzyms auch in der Zelle ohne weiteres angenommen werden, im 
letzteren Falle dagegen wiire es noch fraglich, ob die in vitro 
nachweisbare, durch Erhéhung des Glutathiongehaltes des Aus- 
zuges bedingte Aktivititssteigerung auch in vivo auftritt; d. h. ob 


eine Vermehrung der Sulfhydrylverbindungen in den Organen der | 


Tumortiere auch eine Aktivititssteigerung des intracelluliren 
Kathepsins zur Folge hat. 

Es scheint aus unseren Befunden hervorzugehen, daB die 
Enzymmenge und der Enzymzustand in den Organen den wechseln- 
den Anforderungen angepabt werden, die durch Vorgiinge im Orga- 
nismus an bestimmte Organe gestellt werden. Wir sind der An- 
sicht, daB bei den durch das Geschwulstwachstum (und auch durch 
Infektionen) hervorgerufenen AbwehrmaBnahmen, die ihren Aus- 
gang vom retikulo-endothelialen System nehmen sollen, eine Be- 
teiligung enzymatischer Reaktionen sehr wohl in Frage kommen 
kann, vielleicht sogar besondere Bedeutung beizumessen ist. Es 
diirfte eine niitzliche Aufgabe sein, unter diesen Gesichtspunkten 
enzymatische Untersuchungen anzustellen, 

Unsere Beobachtungen ergeben weder Anhaltspunkte dafiir, 
daB der katheptischen Proteinase die Bedeutung zukommt, die 
ihr E. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter’) fiir die ,,unge- 


wohnliche Ausbreitungsgeschwindigkeit* des Krebsgewebes bei- | ; 


messen, noch daB , eine gesteigerte proteolytische Aktivitat fiir 
den Stoffwechsel bésartiger Geschwiilste kennzeichnend“ ist.*) 
Weder fiir das geordnete Wachstum embryonaler Zellen noch 
fiir das ungeordnete der Krebszellen ist die Gegenwart von be- 
sonders ,,viel“ oder besonders ,,aktivem“ Kathepsin Voraussetzung. 





1) Vgl. E. Maschmann u. E. Helmert, Diese Z. 216, 141 (1933). 
*) Vgl. Naturw. 17, 85 (1929). 
5) Naturw. 18, 280 (1930). 
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© daB die katheptische Wirksamkeit in den Tumoren mit deren Reifung zu- 





©. Teutschlinder), aus den Lebern, Milzen, Nieren und Muskelgewebe 
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_ gleich alt. Beim Hiithnersarkom wurde jeweils ein Sarkom, die Leber, der 
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Auf die Anschauung von E. Waldschmidt-Leitz und A.Schiffner’), 


nimmt, werden wir demniichst zuriickkommen. 


Experimenteller Teil. 


Untersuchungsmaterial und Darstellung der Ausziige. Untersucht 
wurde der Kathepsin- und Peptidasengehalt von Glycerinausziigen aus Miuse- 
adenocarcinom (Stamm Ehrlich), Miéusesarkom 179, Hiihnersarkom (Stamm 


der carcinomatésen bzw. sarkomatésen Tiere.*) Zum Vergleich dienten 
Ausziige aus denselben Organen normaler Miiuse, Hiihner und Meerschwein- 
chen. Das Serum verschiedener Tiere wurde auf seinen Peptidasengehalt 
untersucht. Die Tumoren und Organe wurden sofort nach dem Entbluten 
der Tiere steril entnommen und umgehend verarbeitet. 

Um geniigende Mengen Auszug fiir die in der Regel mehrmals durch- 
gefiihrten Priifungen zu haben, muBten wir 15-25 Miusetumoren und die 
dazu gehérigen Organe der Tumortiere auf einmal verarbeiten: ebensoviele 
Organe von normalen Miusen benutzten wir zur Darstellung von Ausziigen. 
Die jeweils verarbeiteten Tumoren entstammten einer Impfreihe und waren 


gesunde Teil des Brustmuskels bzw. die den Tumor umgebende Muskel- 
partie und das Serum des Sarkomhuhns untersucht. Darstellung des 
Glycerinauszuges: Die Miéusetumoren und -organe wurden entweder im 
Porzellanmérser oder Latapieapparat zerrieben. Das Hihnersarkom, der 
Brustmuskel und manchmal auch die Hiihnerlebern zerkleinerten wir mit 
der Fleischmaschine. Die Zerkleinerung wurde so rasch wie méglich durch- 
gefiihrt. 

1 Gew.-Teil Organ- bzw. Tumorbrei wurden in einer Pulverflasche 
mit 2 Vol.-Teilen 87°/,igem Glycerin (0,15°/, Essigsiure enthaltend) iiber- 
gossen, mit der Hand kriftig durchgeschiittelt und dann 4 Stunden mit der 
Maschine geschiittelt. Darauf wurde die Suspension 15 Minuten lang bei 
5000 Umdrehungen zentrifugiert. Die triibe Lésung gaben wir auf Falten- 
filter und stellten sie in den Kiihlschrank (+ 2°). Das nach 24 Stunden 
durchgelaufene Filtrat benutzten wir zum Spaltungsversuch. Die Ausziige 
verarbeiteten wir in der Regel 1—3 Tage nach ihrer Darstellung. Die Er- 
gebnisse von Kontrollyersuchen, die 4—6 Wochen spiiter durchgefiihrt 
wurden, zeigten keine besonderen Unterschiede gegeniiber denen der 
Hauptversuche. 


Spaltungsversuch: Die Spaltungsansitze zur Bestimmung der kathep- 
tischen Proteinase waren alle gleich angesetzt und zwar nahmen wir: 


A. 2,50 cem Auszug, 
2,50 ,, 8°/,ige Gelatinelésung (Gold), 
0,52 ,, n-Essigsiure (py = 4), 
H,O ad Vol. 10 cem. 


) Naturw. 18, 280 (1930). 
®) Wir verdanken das Untersuchungsmaterial Hrn. Prof. W. Caspari 
und Hrn, Prof. B. Albrecht vom Staatsinstitut fiir experimentelle Therapie. 
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B. 2,50 cem Auszug, 
2,50 , 8°/ige Gelatinelésung, 
0,52 ,, n-Essigsiure, 
0,50 ,, neutrale Cysteinlésung (5 mg), 
H,O ad Vol. 10 ccm. 


Wir bestimmten den Acidititszuwachs nach 24stiindiger Spaltungs- 
dauer bei + 30° (+ 0,02 in einer Titrationsprobe von 2,00 cem. 

Uber die titrimetrische Ermittlung der Proteinasewirkung verweisen 
wir auf unsere friihere Mitteilung. 

Die Peptidasen, also Dipeptidase und Aminopolypeptidase, bestimmten 
wir nach den Vorschriften des Schrifttums. 

Fiir einen Spaltungsansatz von 10 cem wurden 2,50 cem Auszug bzw. 
Serum benutzt; die Titrationsprobe betrug 2,00 cem. 


Tabelle 1. 


Katheptischer Proteinasegehalt der Ausziige aus frischen Organen, Geweben 
und Tumoren und der Aktivierungsgrad der Proteinase. 
































Acidititszunahme Akti- 

in ecem 0,05 n-KOH aiden, 

Auszug aus ¥ 88 

nicht jmit Cystein} grad 

aktiviert aktiviert in °%, 
Leber vom normalen Huhn. ... . 1,12 1,66 67 
desgl. Xia a Om | 17 TT 
desgl. coe A. wee 1,02 | 41,19 85 
desgl. ee aS 1,04 1,68 62 
Lebern von normalen Hiihnern’) . . 0,95 1,71 56 
Leber vom Sarkomhuhn ..... . 1,40 2,26 64 
desgl. eee ete 1,48 1,76 84 
desgl. oi aren 1,50 1,68 90 
desgl. RSet Rte 2,47 2,66 92 
desgl. eee 1,68 1,95 86 
desgl. Sie we oe. 1,17 2,42 90 

(metastasenhaltig) 

Lebern von Meerschweinchen”?) .. . 0,64 0,80 80 
desgl. feo 0,91 1,13 80 
desgl. oar 0,59 0,72 82 
Lebern von normalen Miiusen*) . . . 1,40 1,90 72 
desgl. *) a 1,17 1,76 67 
Nieren von normalen Miusen*) . . . 1,10 1,64 67 
desgl.‘) a ik 1. ae 67 








1) Von 6 Hithnern. 

2) Von 3, 5 bzw. 8 Tieren. 
5) Von 20 Tieren. 

*) Von 30 Tieren. 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 
Acidititszunahme Akti- 
in ccm 0,05 n-KOH . 
Auszug aus 2 vierungs- 
nicht mit Cystein} grad 
aktiviert | aktiviert in °/, 
Milzen von normalen Miiusen') 1,61 | 2,11 79 
desgl.?) 181 | 1,95 67 
Lebern von Ca.-Miiusen*). . 156 | 1,97 79 
desgl. 176 | 2,85 15 
desgl. 169 | 261 65 
desgl. 1,61 | 1,95 83 
Lebern von Sa.-Mausen 171 | 2,80 71 
desgl. 1,34 | 2,10 64 
Nieren von Ca.-Miusen 0,87 | 1,52 57 
desgl. 1,43 | 2,37 60 
Milzen von Ca.-Miiusen. . 2,03 {| 280 73 
desgl. vay 2,02 3,03 72 
desgl. 64 2,89 3,21 90 
M. pectoralis des normalen Huhns. . 0,06 0,10 
desgl. oe 0,04 0,06 
M. pectoralis des Sa-Huhns (ges. Seite) 0,04 0,07 
M. pectoralis des Sa.-Huhns (tumor- 
umgebender Teil) ........ 0,06 0,08 
Hinterschenkelmuskulatur vom Meer- 
schweinchen . 0,12 0,14 86 
Sarkom des Huhns . 0,15 0,35 43 
desgl. 0,20 0,26 77 
desgl. 0,16 0,24 67 
desgl. , 0,18 0,30 60 
desgl. ° 0,14 0,31 45 
Sarkomen von Miiusen®). 0,16 0,45 35 
desgl. 0,11 0,31 35 
desgl. 0,18 0,41 44 
Carcinomen von Miusen’). 0,10 0,32 31 
desgl. 0,07 0,28 25 
desgl. 0,15 0,32 47 
desgl. 0,17 0,44 39 
desgl. 0,12 0,48 25 
desgl. 0,09 0,43 26 
desgl.*) 0,35 0,51 69 
desgl. *) 0,24 0,45 53 
desgl.*) 0,20 0,42 48 
1) Von 20 Tieren. 
*) Von 30 Tieren. 
8) Von 15—30 Ca.-Tieren. 
4) Vgl. Tabelle 3. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXVI. 12 
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Tabelle 2 


Peptidasengehalt von Glycerinausziigen aus Organen, Tumoren und Muskel. 
gewebe und von Serum. 


Spaltungsansatz 10 ccm; Spaltungsdauer 60 Minuten; ¢ = 30° (+ 0,02). 
Titrationsprobe 2,00 ccm. 








Auszug aus 


Acidititszunahme 
in cem 0,05 n-KOH 





Leucylglycin|Leucy]-diglycin 











Leber vom normalen Huhn. . 

desgl. 

desgl. 
Milz vom normalen Huhn . 

desgl. i 
Serum vom normalen Huhn 

desgl. , 
Brustmuskel vom normalen Huhn : 

desgl. 

Leber vom normalen iiilllatnaaen 
Serum vom Meerschweinchen . 
Hinterschenkelmuskulatur y. M.-Schw einchen 


Sarkom vom Huhn}). 
Leber __,, 

Brustmuskel yom Huhn 
Sarkom vom Huhn!). . 
Leber 4 a 

Milz ai » 

Serum seo, * 
Sarkom vom Huhn’). . 
Leber ie - 

Milz 99 9”? 

Serum eo, ma : 
Carcinom von der Maus 2) 
Leber ie ” 
Ws. aches. a 
Carcinom von der Maus’) 
Leber 9? 9 ” 
Carcinom von der Maus”) 
Leber ele “ 
Milz ” ” ” 
Niere mae - 
Sarkom von der Maus?) 
Leber oe ” 

Milz  - ” 
Sarkom von der Maus?) 
Leber ”» 9 ” 
Milz 9 ”? 9 








1,66 1,48 
1,76 1,31 
1,84 1,42 
1,89 1,72 
180 | 1,65 
0,02 0,59 
0,04 0,68 
0,07 | 0,68 
0,04 0,78 
1,64 0,64 
0,04 0,32 
0,14 0,29 
1,31 1,53 
1,08 1,28 
0,05 0,85 
0,95 1,35 
1,03 1,50 
1,45 1,34 
0,03 0,86 
0,82 1,48 
0,75 1,50 
1,25 1,65 
0,00 0,78 
1,09 1,31 
1,04 1,76 
1,78 1,60 
1,20 1,44 
1,10 1,65 
1,10 1,40 
1,54 1,39 
1,98 1,59 
1,86 1,22 
1,32 1,12 
1,17 1,31 
1,68 1,43 
1,15 1,38 
1,14 1,64 
1,54 1,73 





1) Sarkom, Organe und Serum entstammen einem Huhn. 
*) Tumoren und Organe entstammen 15—30 Tieren. 
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Kathepsin- und Peptidasengehalt des soliden Krebsgewebes 
und des nekrotischen Teiles von Miusecarcinomen. 


Beispiel: 15 Méausecarcinome einer Impfreihe (Alter 25 Tage) wurden makro- 
skopisch in den soliden Teil (Krebszellen) und den nekrotischen 
Teil zerlegt. 19 g solides Gewebe bzw. 21 g nekrotisches Material 
wurden im Porzellanmérser zerrieben; der Brei mit 38 bzw. 42 ccm 
87 °/,igem Glycerin und 0,057 bzw. 0,065 cem Eisessig versetzt 
und 4 Stunden lang geschiittelt. Suspension 15 Minuten lang 
bei 5000 Umdrehungen zentrifugiert; triibe Glycerinlésung 24 Stdn. 
lang bei + 2° filtriert. Filtrate sofort untersucht. 


Spaltungsansiitze wie iiblich. Dauer 24 bzw. 1 Stunde; ¢ = 30°. 
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Tabelle 3. 


Titrationsprobe 2,00 ccm. 
































Katheptische Proteinase, Peptidasen, 
; Acidititszunahme Acidititszunahme 
spiel “pee 

P nicht mit Cystein} Leucyl- | Leucyl- 
aktiviert | aktiviert glycin diglycin 

1 Solidem Teil 0,24 0,45 1,20 1,75 

Nekrotischem Teil 0,05 0,09 0,35 1,73 

2 Solidem Teil 0,35 0,51 1,61 1,74 

Nekrotischem Teil 0,07 0,11 0,50 1,65 

8 Solidem Teil 0,20 0,42 1,45 1,59 

Nekrotischem Teil 0,04 0,10 0,46 1,76 

Tabelle 4, 


Kathepsinwirkung in Gegenwart von Auszug aus dem nekrotischen Material 


Versuch 1: Im Spaltungsansatz (10 ccm) wurden 2,50 ccm Miuseleber- 
auszug benutzt. 

Versuch 2: Im Spaltungsansatz (10 ccm) wurden 2,50 cem eines anderen 
Miuseleberauszuges benutzt. 

Versuch 3: Im Spaltungsansatz wurden 2,50 ccm Auszug aus nekrotischem 
Material von Miusecarcinomen benutzt. 

Versuch 4: Benutzt: 1,25 cem Auszug des Versuches 1 und 1,25 cem Aus- 
zug des Versuches 3. 

Versuch 5: Benutzt: 1,25 cem Auszug Versuch 2 und 1,25 cem Auszug 






























von Miusecarcinomen. 








Versuch 3. 

Versuch Aciditiitszunahme in ccm 0,05 n-KOH 
Nr. nicht aktiviert | mit Cystein aktiviert 
U 0,92 1,61 
2 0,85 1,44 
3 0,06 0,08 
. 0,48 0,88 
5 0,40 0,75 
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Tabelle 5. 


Kathepsin- und Peptidasengehalt von Ausziigen aus Sarkom-, Leber- und 

Muskelbrei und des Serums eines Huhns, das 15 Tage nach der Sarkom- 

impfung (mit zellfreiem Auszug) getétet wurde. Das Muskelgewebe ent- 
stammte der rechten gesunden, das Sarkom der linken Brustseite. 





























Katheptische Proteinase,} 4 44:_ Peptidasen, 
Acidititszunahme vlentiens. Acidititszunahme 
Auszug aus in ccm 0,05 n-KOH : in cem 0,05 n-KOH . 
gra . 
nicht mit Cystein| jn 9%, Leucyl- | Leucyl- 
aktiviert aktiviert glycin diglycin 
M. pectoralis . 0,04 0,06 (67) 0,04 0,85 
Sarkom.... 0,20 0,36 56 1,31 1,53 
DAR oss is 1,45 2,00 73 1,10 1,25 
Geram .... = _ 0,00 0,86 
Tabelle 6. 














Kathepsin- und Peptidasengehalt von Ausziigen aus Carcinomen, Lebern, 
Milzen und Nieren von 25 Miusen, die 10 Tage nach der Impfung mit 


Carcinombrei getétet wurden. 
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Katheptische Proteinase,} ay4:_ Peptidasen, 
Aciditatszunahme vierungs-| ,ciditétszunahme 
Auszug aus in cem 0,05 n-KOH : in ccm 0,05 n-KOH 
gra 
nicht mit Cystein} jn 9, Leucyl- | Leucyl- 
aktiviert aktiviert glycin diglycin 
Carcinom.. . 0,08 0,18 44 1,10 1,40 
ee 1,00 1,60 63 1,54 1,39 
ee 1,24 1,83 68 1,80 1,59 
eee 1,07 1,63 53 1,76 1,22 
Tabelle 7. 
Kathepsingehalt 10 tigiger Hiithnerembryonen. 
Acidititszunahme Akti- 
in cem 0,05 n-KOH eitiiien, 
Spaltendes Material a 
nicht mit Cystein grad 
aktiviert aktiviert in °/, 
Embryonalextrakt . os 0,15 0,24 62 
Getrocknete Hiithnerembryonen. . 0,13 0,18 72 
Wi8riger Schnellauszug aus ge- 
trockneten Hiihnerembryonen . 0,10 0,14 71 
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Fraktionierung von Leberextrakten 
im Hinblick auf den antiandmischen Stoff. 


Von 
K. Felix und H. Friihwein. 
(Ausgefihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Laboratorium der II. med. Klinik der Universitat Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Februar 1933.) 








Die Versuche zur Reinigung des Animiestoffs aus der Leber 
deren Ergebnisse wir hier kurz mitteilen, sind teilweise bereits 
vor einigen Jahren ) ausgefiihrt worden, sie wurden spiter wieder 
aufgenommen, nachdem sich inzwischen gezeigt hatte, daB die 
umstindliche und nicht immer sichere klinische Priifung durch 
die einfache von R. Duesberg und W. Koll‘) aufgefundene Re- 
aktion der Bildung von Methaimoglobin bzw. Cyanhimoglobin 
ersetzt werden kann. Alle Fraktionen, deren klinische Wirksam- 
keit einwandfrei festgestellt werden konnte, bildeten auch Met- 
himoglobin; natiirlich ist mit der Méglichkeit zu rechnen, daB 
bei der weiteren Reinigung antianimische und methimoglobin- 
bildende Wirkung sich trennen. 

Die klinische Priifung stieB auf Schwierigkeiten, da in 
Miinchen die perniziédse Animie sehr selten auftritt. Wir waren 
daher gezwungen, einen grofen .Teil der Priparate an anderen 
Animien, oder auch Patienten mit normalem Blutbefund zu 
priifen. Eine Fraktion galt dann fiir wirksam, wenn sie inner- 
halb von 5 Tagen die Zahl der Retikulozyten deutlich vermehrte. 
Anfangs gaben wir die Priparate per os, und zwar jeweils 
Mengen, die 200—500g frischer Leber entsprachen. Spiter 
haben wir auch Lésungen zu intravenéser Injektion hergestellt, 
von denen 2ccm die Ausbeute aus 10—20 g Leber enthielten. 

Wir haben die Leber hauptsiichlich mit Wasser extrahiert, 
einige Male auch mit 50°/, Alkohol, was jedoch keinen beson- 
deren Vorteil bot. Nach der urspriinglichen von E. J. Cohn 
und Mitarbeitern aufgestellten amerikanischen Vorschrift?) werden 
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die wiBrigen Extrakte durch Alkohol enteiweiBt. Nach unseren 
Erfahrungen gelingt aber die vollstindige EnteiweiBung sicherer 
durch Gerbsiure. Dabei ist nur auf die richtige Einstellung der 
Aciditét zu achten; bei schwach saurer Reaktion (p,, grdBer als 
4,5) fallt zwar mehr Niederschlag aus, aber mit ihm auch ein 
Teil der wirksamen Substanz. Die giinstigste Wasserstoffionen- 
konzentration liegt bei p,, 3,2. Unter diesen Bedingungen erhilt 
man stets sehr wirksame und eiweiBfreie Filtrate, die auch zu 
intravenésen Injektionen verwandt werden kénnen. 

Die eiweiBfreie Lésung haben wir auf verschiedene Weise 
mit Schwermetallsalzen zu fraktionieren versucht. Am sichersten 
und immer reproduzierbar wird der antianimische Stoff aus 
schwefelsaurer Lisung durch Quecksilbersulfat bei Gegenwart von 
Alkohol und Ather gefillt. Wiederholt man die Fallung unter 
denselben Bedingungen, so erreicht man eine kleine weitere 
Reinigung. Fraktioniert man die mit Quecksilber gefillten Sub- 
stanzen, oder das Filtrat des Gerbsiureniederschlages selbst iiber 
die Silbersalze, so erhailt man eine unwirksame Purinbasen- und 
Histidinfraktion, dagegen eine wirksame Arginin- und Lysinfrak- 
tion. Die Wirksamkeit verteilte sich zwischen diesen beiden 
Fraktionen nicht immer in der gleichen Weise. Mit Phosphor- 
wolframsiure kann sie vollkommen gefallt werden. Gegeniiber 
der Fraktionierung durch die Kupfersalze verhalt sie sich auch 
nicht sehr spezifisch; wir fanden sie teilweise in der Fraktion 
der in Wasser léslichen, in Methylalkohol aber unldéslichen 
Kupfersalze, feilweise auch unter den Kupfersalzen, die in beiden 
Lésungsmitteln léslich sind. Nimmt man, wie es R. West und 
M. Howe’) vorgeschlagen haben, eine Vorreinigung der eiweib- 
freien Extrakte mit Bleiacetat und Bleihydroxyd vor, so kénnen 
Verluste eintreten, da wir hiufig den mit Bleihydroxyd in Gegen- 
wart von Baryt erzeugten Niederschlag wirksam fanden. 

Uber die Eigenschaften der antianaimischen und methimo- 
globinbildenden Substanz lassen sich nach diesen Versuchen nur 
ganz allgemeine Vermutungen iuSern. Alle wirksamen Priaparate 
enthalten: Stickstoff. Bei der Priifung verschiedener Handels- 
praparate ergab sich auch eine gewisse Parallelitat zwischen 
Wirksamkeit und Stickstoffgehalt insofern, als Priparate mit 
weniger als 7°/, Stickstoff fast immer unwirksam waren. Hs ist 
also méglich, daB die wirksame Substanz selbst Stickstoff ent- 
halt. Sie scheint aber kein Peptid zu sein, wie voriibergehend 
angenommen wurde.*") Bei der Hydrolyse mit Saiure trat weder 
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in der zweiten Quecksilberfillung, noch in einer wirksamen Ar- 
gininfraktion eine Zunahme des freien Aminostickstoffs ein. Die 
Biuretreaktion ist in den gereinigten Priparaten negativ. Sie 
sind auch frei von Phosphor. Schwefel ist im Quecksilbernieder- 
schlag noch vorhanden, in der Argininfraktion nicht mehr, diirfte 


~ also mit der Wirksamkeit nichts zu tun haben. An Farben- 


reaktionen sind noch positiv die Diazo-, die Sakaguchi- und 
die Ninhydrinreaktion, die Millonsche Reaktion nur im Queck- 
silberniederschlag. 


Experimenteller Teil. 


Das Wesentliche tiber die Ausfiihrung der klinischen Priifung wurde 
bereits im allgemeinen Teil erwihnt. Es sei hier noch hervorgehoben, dab 
die Priifungen der Priiparate von Prof. Dr. A.M. Brogsitter, dem da- 
maligen Oberarzt der II. medizin. Klinik, und von Dr. H.v. Kress vor- 
genommen wurden. Wir méchten den beiden Herren auch an dieser Stelle 
unseren Dank aussprechen. 

Fir die Priifung auf Methimoglobinbildung haben wir nach der Vor- 
schrift von R. Duesberg und W. Koll‘) 2 cem gewaschenen Blutkérperchen- 
brei aus menschlichem AderlaBblut mit 20 ccm Wasser himolysiert und 
mit Phosphatpuffer von py 6,9 auf 100 ccm aufgefiillt, davon wurden je- 
weils 9 ccm mit 1 ccm der zu priifenden Lésung gemischt und */,—1 Stunde 
auf einem Wasserbad von 38—39° gehalten. Bei Gegenwart der wirk- 
samen Substanz verschwindet unter diesen Bedingungen das Oxyhimo- 
globinspektrum und tritt an seine Stelle das des Methimoglobins. Um 
dieses von eventuell vorhandenem Sulfhimoglobin zu unterscheiden, wurde 
noch Natriumhydrosulfit zugesetzt, welches das Methimoglobinspektrum 
zum Verschwinden bringt, aber das des Sulfhimoglobins nicht beeinfluBt. 
Da die meisten Priparate Eisen enthielten, wurden noch 0,5 ccm einer mit 
Salzsiure neutralisierten 0,1 n-Kaliumcyanidlésung zugegeben, um seinen 
EinfluB auszuschalten. Es bildete sich dann iiber das Methimoglobin 
Cyanhimoglobin. Sein Spektrum ist nur schwach und so ist in diesen 
Fillen das Verschwinden des Oxyhimoglobinspektrums charakteristischer. 
Die Methimoglobinreaktion hat gegeniiber der klinischen Priifung groBe 
Vorteile, man bekommt das Ergebnis sehr rasch, kann auch ganz kleine 
Mengen noch nachweisen und so einen besseren Eindruck von der Wirkung 
eines Fallungsmittels gewinnen. 

Wir geben in folgendem nur einen Teil unserer Versuche wieder. In 
den ersten haben wir die Aufarbeitung vom frischen Organ an selbst 
durchgefiihrt. Spiter nahm uns die chemische Fabrik Promonta in Ham- 
burg in entgegenkommender Weise die Vorreinigung ab, indem sie uns 
Trockenpriiparate von enteiweiBten Leberextrakten oder schon weiter ge- 
reinigten Fraktionen lieferte, und verpflichtete uns damit zu groBem Dank. 

Wir verarbeiteten Schweine-, Rinder- und Kalbsleber, die aus dem 
Schlachthaus frisch bezogen und in einer Hackmaschine zerkleinert wurden. 
In den ersten Versuchen haben wir sie mit heiBem Wasser extrahiert, 
diese Art der Extraktion aber wieder verlassen, da sie uns eine geringere 
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Ausbeute zu geben schien, entweder weil die aktive Substanz gegen héhere 
Temperatur empfindlich ist, oder weil zu viel in dem Eiwei8koagulum ein- 
geschlossen bleibt. Spiter haben wir den Leberbrei mit ungefiéihr dem 
gleichen Volumen Wasser gemischt und soviel Eisessig zugegeben, daf 
das py der Mischung 4,6—5,0 betrug. Die Leber enthilt einen Eiweib- 
kérper, der seinen isoelektrischen Punkt bei schwach saurer Reaktion hat, 
worauf besonders E. J. Cohn und Mitarbeiter hinweisen. 5kg Leber, die 
mit 6,5 Liter Wasser gemischt waren, brauchten 50 cem Eisessig, um das 
genannte py zu erreichen. Die Mischung wurde dann 2 Stunden lang 
turbiniert und iiber Nacht in einer Eis—Kochsalzmischung stehen gelassen. 
Am nichsten Tage wurde aufgetaut, der diinne Brei durch ein engmaschiges 
Drahtsieb koliert und der Riickstand nochmals mit 2 Liter Wasser und 
50 ccm Eisessig extrahiert. Die vereinigten Kolate wurden durch ein Falten- 
filter filtriert und lieferten eine klare gelbbraune Fliissigkeit. 

Wie bereits erwihnt, haben wir in einzelnen Versuchen mit 50°), 
Alkohol extrahiert, aber darin keinen Vorteil gesehen. 

Wie die meisten Autoren haben auch wir die Extrakte zunichst mit 
Alkohol enteiweiBt, indem wir 96°/, Alkohol bis zu einem Gehalt von 50°/, 
zusetzten. Der Niederschlag wurde am nichsten Tage abfiltriert. Beim 
Einengen des Filtrates koagulierte aber immer noch etwas EiweiB aus. 
Wir haben deswegen die Enteiweifung mit Gerbsiure, wie sie F. Kut- 
scher ausgearbeitet hat, vorgezogen. Die giinstigste Aciditit fiir die Fil- 
lung mit Gerbsiure liegt fiir unsere Zwecke bei py 3,2. Bei schwach 


saurer Reaktion erhilt man zwar einen gréBeren Niederschlag, verliert aber | 


einen Teil der wirksamen Substanz, die offenbar bei schwach saurer Re- 
aktion, ahnlich wie z. B. Arginin und andere Basen, durch Gerbsiure ge- 
fillt wird. Bei der Verarbeitung von 5 kg Leber bringt man das Volumen 
der filtrierten wiBrigen Extrakte auf etwa 5 Liter, indem man im Vakuum 
bei 45° einengt. Zur Einstellung des nétigen pq braucht man dann 110 ecm 
konz. Schwefelsiure. Dabei fillt bereits etwas EiweiB aus, von dem man 
gleich abfiltriert. Von der Gerbsiiure bereiteten wir stets eine frische 
20°/,ige Lésung, die 1 Vol-Proz. Eisessig enthielt. In einem Vorversuch 
mit einem aliquoten Teil ermittelten wir die nétige Menge und setzten zum 
Hauptteil das berechnete Volumen zu. Fiir 5 kg Leber betrigt es 300 bis 
400 cem der Gerbsiurelésung. Den Niederschlag 1i8t man iiber Nacht ab- 


sitzen, gieBt die Fliissigkeit ab und saugt dann scharf ab. Aus dem Filtrat | 


des EiweiBniederschlages wird die Gerbsiiure mit Baryt entfernt, den man 
im Uberschu8 (bis zur Rotfiirbung von Alizaringelb) zusetzen mub. Nach 
einer halben Stunde saugt man ab, neutralisiert mit Schwefelsiure und 
1a8t das Bariumsulfat iiber Nacht absitzen. 

Dann wird abfiltriert und der Niederschlag griindlich mit warmem 
Wasser durch mehrmaliges Verreiben in einer Schale ausgewaschen. Das 
Filtrat vom Bariumsulfat war bei der klinischen Priifung stets sehr wirksam. 
Es enthielt bei der Verarbeitung von 5 kg Leber ziemlich gleichmaBig 150 g 
Trockensubstanz. Zur Herstellung von Trockenpriparaten haben wir die 
eingeengten Lésungen jeweils in das vierfache Volumen einer Mischung 
aus 7 Teilen absolutem Alkohol und 3 Teilen absolutem Ather, die durch 
eine Eis-Calciumchloridmischung auf -- 20° abgekiihlt war, in diinnem 
Strahl und unter Riihren eingegossen. Unter diesen Bedingungen scheidet 
sich ein flockiger Niederschlag ab; er liBt sich in Pulverform gewinnen, 
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wenn man ihn auf einer kanalisierten Nutsche, wie sie von der Berliner 
Porzellanmanufaktur zu Filtrationen bei Dampftemperatur hergestellt wird, 
unter Kiihlung absaugt. Die Kanile werden mit einer Kiiltesole durch- 
spilt und die Nutsche mit einem aufgeschliffenen Exsiccatordeckel, dessen 
Tubus ein Chlorcalciumrohr triigt, zur Abhaltung der Luftfeuchtigkeit ver- 
schlossen. Der Niederschlag wird auf dem Filter mit gekiihltem Alkohol 
und Ather gewaschen und trocken gesaugt. 

Bei der tiglichen Verabreichung von 6 g (= 200g Frischleber) stieg 
bei einem Patienten mit Animie die Zahl der Retikulozyten von 5 °/g 
auf 9 /o) an innerhalb von 5 Tagen, das Hiimoglobin von 91 auf 95 °/,, die 
roten Blutkérperchen von 4,9 auf 5,2 Millionen. Die Biuretreaktion war wohl 
noch positiv, doch konnte durch Sulfosalicylsiiure kein Eiwei8 mehr nach- 
gewiesen werden, so da8 die Lésung nach Sterilisation auch injiziert werden 
konnte. Bei der tiglichen Injektion von 1—2 Ampullen mit 2 cem Lésung 
= 28mg N, 10 g Frischleber), stieg in 5 Tagen der Gehalt an Retikulozyten 
bei einem Fall von perniciéser Animie von 0 auf 18°/,, an, die Erythro- 
zyten von 3,5 auf 3,9 Millionen, das Himoglobin von 95 auf 98 %/,. 

Die eiweiBfreie Lésung haben wir zuniichst mit Quecksilbersulfat 
gefillt. Wir verwandten dazu die von Hopkins angegebene Lésung von 
100 g Quecksilbersulfat in 1 Liter 5 vol.- “lige Schwefelsiure. Vor der 
Fallung wird die Lésung mit Alkohol bis zu einem Gehalt von 40°/, ver- 
setzt und dann noch '/, der verwandten Alkoholmenge an Ather zugegeben, 
wobei eine geringe Triibung auftritt. Fiir 5 kg Leber soll das Gesamt- 
volumen etwa 5 Liter erreichen. In einem aliquoten Teil wird wieder die 
zur vollstindigen Fiillung nétige Menge Reagens ermittelt, welche dem 
Gesamtvolumen zugefiigt werden muB; es waren 400—500 ccm, die wir 
auf einmal eingossen. Der Niederschlag ist ziemlich voluminés, er wird 
nach 24 Stunden abgesaugt und mit einer Mischung aus 120 Teilen Alkohol, 
50 Teilen Ather und 30 Teilen 5 vol.-°/,ige Schwefelsiure gewaschen, 
darauf mit Alkohol und Ather auf der Nutsche getrocknet. Zur Zerlegung 
mit Schwefelwasserstoff wurde in schwach schwefelsaurer Liésung (py 3) 
suspendiert. 

Wird die Quecksilberfillung in dieser Weise, d. h. in Gegenwart von 
Alkohol und Ather ausgefiihrt, dann geht die Wirksamkeit vollkommen in 
den Niederschlag und das Filtrat ist sowohl klinisch als auch hinsichtlich 
der Methimoglobinbildung unwirksam. Fillt man dagegen aus wibriger 
Lésung, so verliert man einen groBen Teil der Wirksamkeit ins Filtrat. 

Die mit Quecksilber fillbaren Substanzen geben noch hiufig die 
Biuretreaktion, enthalten Schwefel, Phosphor und etwa 10—11 °/, Stickstoff. 
Diazo-, Ninhydrin-, Sakaguchi- und Millonsche Reaktion sind positiv. 
Der Aschegehalt betriigt 6 °/,, der an Eisen 0,8 °/, von der Trockensubstanz. 
5 kg Frischleber liefern etwa 14 g Trockensubstanz in dieser Fraktion. 

Man kann sie noch etwas weiter reinigen, indem man die Fillung mit 
Quecksilbersulfat unter den gleichen Bedingungen wiederholt. Die Trocken- 
substanz nahm dabei auf 12g ab, aber die Wirksamkeit blieb ungefihr 
dieselbe, dagegen wurde die Biuretreaktion negativ und die nach Saka- 
guchi etwas schwicher, wihrend die Diazoreaktion noch deutlich positiv 
war. Auch die Ninhydrin- und Millonsche Reaktion fielen etwas schwicher 
aus. Schwefel war noch vorhanden, Phosphor dagegen nicht mehr. Die 
Glyoxylsiurereaktion auf Tryptophan und verwandte Substanzen und ebenso 
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die Aldehydreaktion waren negativ. Der Aschegehalt ist auf 4,2°/, ge- 
sunken, der Eisengehalt relativ auf 5,2°/, angestiegen. Auf aschefreie Sub- 
stanz bezogen betrug der Gesamtstickstoff 11,85 °/,, wovon 30,16 °/, freier 
Aminostickstoff waren. 2,4 g Trockensubstanz entsprechen 1kg Frisch- 
leber. Nach der Hydrolyse betrug der freie Aminostickstoff noch 29,84°/, 
vom Gesamtstickstoff, hat also nicht zugenommen. 

Die im zweiten Quecksilberniederschlag enthaltenen Substanzen haben 
wir iiber die Silbersalze weiter zerlegt, in einigen Versuchen in drei Frak- 
tionen (Purin-, Histidin-Arginin- und Lysin-Monoaminosiurefraktion), in 
anderen Versuchen in fiinf Fraktionen (Purin-, Histidin-, Arginin-, Lysin- 
und Monoaminosiurefraktion). Wir verwandten dazu milchsaures Silber 
und auch das von Vickery empfohlene frisch gefillte Silberoxyd.*) Nach 
Vickery werden erst Histidin- und Argininfraktion gemeinsam gefillt und 
dann erst voneinander getrennt, indem die Wasserstoffionenkonzentration 
der die Silbersalze enthaltenden Lisung genau auf py7 eingestellt wird. 
Die dabei ausfallenden Silbersalze gehéren in die Histidinfraktion. Aus 
dem Filtrat erhilt man die Argininfraktion, indem man Baryt bis zu stark 
alkalischer Reaktion zugibt. Vickery empfiehlt dabei den Umschlag von 
Alizaringelb ins Rotbraune als Endpunkt zu nehmen. Nach unseren Er- 
fabrungen geniigt das nicht immer, sondern man muB soviel festen Baryt 
zusetzen, bis in einer filtrierten Probe weiterer Baryt keinen Niederschlag 
mehr erzeugt. 

Bei der klinischen Priifung erwies sich die Histidin-Argininfraktion 
fast immer als wirksam, allerdings von wechselnder Stirke. Eine Wirk- 
samkeit der Lysin-Monoaminosiurefraktion war klinisch nicht zu erkennen 
wegen Mangel an Material, dagegen bildete sie etwas Methimoglobin. 

Aus 5 kg Leber wurden im allgemeinen 3 g Trockensubstanz in der 
Histidin—Argininfraktion erhalten. Die tigliche Verabreichung von 0,2 g 
bewirkte bei einem Patienten innerhalb von 5 Tagen einen Anstieg von 
Retikulozyten von 2 auf 9°/,., des Hiimoglobins von 68 auf 77°/, und der 
Erythrozyten von 3,6 auf 3,8 Millionen. 

Die Histidin—Argininfraktion enthilt 16,60 °/, Stickstoff, bezogen auf 
aschefreie Substanz. Davon waren 25,09 °/, freier Aminostickstoff, der nach 
achtstiindigem Kochen mit 20°/, Schwefelsiure noch 24,92 °/, betrug. Bei 
einem anderen Priparat fanden wir 21,49 °/, Aminostickstoff vom Gesamt- 
stickstoff und nach der Hydrolyse 20,60°/,. Die Fraktion enthilt also keine 
nennenswerten Mengen von Peptiden. Von den Farbenreaktionen, welche 
der zweite Quecksilberniederschlag noch gegeben hat, sind die Schwefelblei- 
und Millonsche Reaktion weggefallen, wiihrend die Sakaguchi-, die Nin- 
hydrin- und die Diazoreaktion noch positiv sind. 

Im folgenden sei noch ein Versuch beschrieben, wo wir 8,5 kg Leber 
miglichst quantitativ fraktioniert und den zweiten Quecksilberniederschlag 
in finf Fraktionen aufgeteilt haben. Auch das Filtrat vom Quecksilber- 
niederschlag haben wir fraktioniert. Im zweiten Quecksilberniederschlag 
waren 13,5 g Trockensubstanz mit 8,36 °/, Stickstoff und im Filtrat 146 g 
Trockensubstanz mit 3,13 °/, Stickstoff. Die folgende Ubersicht zeigt die 
Verteilung des Stickstoffs auf die einzelnen Fraktionen im Quecksilber- 
niederschlag und im Filtrat. AuBerdem ist noch das Verhalten gegeniiber 
der Methimoglobinbildung angegeben. Zur klinischen Priifung der Frak- 
tionen bestand keine Gelegenheit. 
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Quecksilberniederschlag 



































Stickstoff Methimo- 
mg | o/), globinbildung 

Gesamtstickstoff ti 1128,7 100 = 
N bei pq 7 gefiallt 49,2 4,36 (+ ?) 
” 9 ” ° 376,0 33,35 + + 
Phosphorwolframsiure- 

niederschlag . 235,00 20,85 
Filtrat des P. W.S. ‘Nieder- 

schlages . ‘ ° 52,0 4,61 — 

Quecksilberfiltrat 

Gesamtstickstoff . 4580,0 100 ao 
N bei pp = 7. 525,0 11,45 — 
» »p 9 2B... . 90,4 1,97 (+ ?) 
Phosphorwolframsiure- | 

niederschlag . 9900 =| 21,6 » 
Filtrat des P. W. S.-Nieder- | 

schlages . 757,0 16,52 a= 








Wir haben die siatleditaceaeaine mehrmals auch auf den eiwei- 
freien Extrakt selbst angewandt, also ohne vorhergehende Fillung mit 
Quecksilbersulfat. Auch hier ging der gré8te Teil der wirksamen Sub- 
stanz in die Histidin - Argininfraktion und ein kleiner Teil in die Lysin- 
Monoaminosiurefraktion. 

In einigen Versuchen haben wir das Filtrat vom Gerbsiurenieder- 
schlag mit Bleiacetat versetzt, iiber Nacht stehen gelassen und abfiltriert. 
Der Niederschlag war unwirksam. Zu dem Filtrat des ersten Bleinieder- 
schlages gaben wir frisch gefiilltes, in Wasser suspendiertes Bleihydr- 
oxyd zu. Auch dieser zweite Niederschlag war unwirksam. Als wir 
sein Filtrat aber mit Baryt bis zu stark alkalischer Reaktion versetzten, 
erhielten wir einen Niederschlag, der hiufig sowohl bei der klinischen 
als auch bei der chemischen Priifung wirksam war. Nach der Zerlegung 
des Niederschlages krystallisierte aus seiner Lésung Tyrosin aus, etwa 
3g pro 5kg Leber. 

Bei der Durchfiihrung der Fraktionierung iiber die Kupfersalze haben 
wir das Verfahren auf 150g Trockensubstanz aus eiweiBfreiem Leber- 
extrakt angewandt, welches im Laboratorium von S. B. Schryver aus- 
gearbeitet und im einzelnen von M. A. B. Brazier’) beschrieben ist. 
Zuerst werden mit Hilfe von Kupfercarbonat die Kupfersalze der Ex- 
traktivstoffe bereitet und dann vollstindig zur Trockene gebracht. Der 
Riickstand wird mit Wasser extrahiert und die wasserléslichen Kupfer- 
salze, nachdem sie wieder in den trocknen Zustand iibergefiihrt worden 
sind, mit Methylalkohol. In der wasserunléslichen Fraktion waren keine 
methimoglobinbildenden Substanzen, dagegen in den beiden anderen Frak- 
tionen, etwas mehr in der in Wasser léslichen, in Methylalkohol aber unlés- 
lichen. Wir haben diese letztere Fraktion noch weiter aufgeteilt. Dazu 
wurde sie mit Schwefelsiure angesiuert und mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt. Aus dem Filtrat des Kupfersulfids wurde die Schwefelsiure mit 
Baryt entfernt und dann noch ein Uberschu8 dieses Reagenses zugegeben 
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und die Lésung mit dem gleichen Volumen 95°/, Alkohol versetzt, um 
eventuell vorhandene Glutaminsiiure als Bariumsalz zu fallen. Es ent- 
stand eine geringe Menge Niederschlag (etwa 0,5 g) von hauptsichlich an- 
organischen Salzen. Wirksame Substanz war nicht darin enthalten. Aus 
dem Filtrat, welches die alkoholléslichen Bariumsalze enthilt, wurde das 
Barium quantitativ mit Schwefelsiiure entfernt und die Lésung eingeengt. 
Dabei krystallisierten 1,2 g Tyrosin aus. Bei der Aufarbeitung von Eiweil- 
hydrolysaten finden sich in dieser Fraktion (Filtrat von Tyrosin) Histidin, 
Arginin und Alanin. Histidin wird daraus als Komplexsalz mittels Zink- 
hydroxyd und Quecksilberchlorid gefillt. In dem Niederschlag lieBen sich 
wegen Mangel an Material keine bestimmten Substanzen identifizieren; je- 
doch konnte festgestellt werden, daB er kein Methimoglobin bildet, dagegen 
gab das Filtrat noch eine starke Reaktion. Es konnte aber nicht mehr 
weiter aufgeteilt werden. 


Zusammenfassung, 


Leberextrakte, die durch Gerbsiiure vom Eiweif befreit worden 
waren, wurden nach verschiedenen Methoden mit Schwermetall- 
salzen fraktioniert und an Hand der antianimischen und methimo- 
globinbildenden Wirkung festgestellt, in welche Fraktionen der 
Animiestoff eingeht. Er lift sich quantitativ aus schwefelsaurer 
Lésung mit Quecksilbersulfat in Gegenwart von Alkohol und 
Ather fallen. Er enthalt sehr wahrscheinlich Stickstoff, ist aber 
kein Peptid. 
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Zur Bestimmung von Cholesterin und Phosphatiden 
in kleinsten Gewebs- und Blutmengén. 


Von 


Wilhelm Milbradt. 


(Aus der Universitéits-Hautklinik Jena.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Februar 1933.) 


In dem Bestreben, den modernen Strémungen gemiif die Funk- 
tion und nicht den einmaligen Zustand eines Organes zu unter- 
suchen, empfanden wir das Bediirfnis, eine Methode zur Hand zu 
haben, die es uns, Ahnlich wie die Blutzuckermethode nach 
Hagedorn-Jensen, erméglichte, in geringen Mengen Blut, die 
in einer Mikropipette aus dem Ohrlippchen gewonnen wurden, 
laufend den Cholesterin- und Phosphatidspiegel des Blutes zu 
untersuchen. In der Erwigung der Empfindlichkeit der analyti- 
schen Methoden kamen wir zu dem Schluf, daf fiir unsere 
Zwecke nur eine colorimetrische Methode in Frage kam. Wir 
suchten daher nach einer Farbreaktion des Cholesterins, die er- 
heblich empfindlicher ist als die Liebermann-Burchardt- 
sche Reaktion. Wir stieBen dabei auf die Mitteilung von Tschu- 
gaew?), daB Cholesterin, in Hisessig gelist und mit Acetylchlorid 
versetzt, beim Erwirmen eine eosinrote Farbung gibt, die noch 
in einer Verdiinnung 1 :80000 nachweisbar ist. Bernoulli’) hatte 
nun das Verdienst nachzuweisen, daf diese Reaktion eine sehr 
bestiindige, haltbare Farbung gibt, deren Farbung durchaus dem 
Beerschen Gesetz folgt, daB die Farbtiefe der Lésung parallel 
der Konzentration geht. Dieser Verfasser zeigte auch, da ein Zu- 
satz von Benzoylchlorid statt Acetylchlorid eine vierfach stirkere 
Verfarbung liefert und daB der Grad der Verfirbung unabhingig 
von dem Zusatz der Substanzen und der Lésungsfliissigkeit ist. 
Klinisch verwandte Thurnherr®’) zum ersten Male diese Methode, 
indem er, die Angaben Bernoullis bestitigend, mit dieser Me- 
thode den Sittigungsgrad des Serums mit Cholesterin an physio- 





1) Ber. chem. Ges. 42, 4634 (1910). 
*) Helvet. chim. Acta. 15, 274 (1932). 
8) Dissertation Basel 1931. 
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logischen und pathologischen Zustinden priifte. Er blieb jedoch 
— aus der Stellung seines Themas ist dies zu erkliren — auf 
der alten Basis der Halbmikroreaktion stehen und verwandte 


auch noch Serummengen, die nur durch Venenpunktion zu ge- | 


winnen sind. 

Es war also die unserem Bediirfnis entsprechende nahe- 
liegende Aufgabe, die Tschugajeffsche Farbreaktion zu einer 
exakten Mikrocholesterinbestimmung im Gewebe und Blut auszu- 
bauen. Die Probleme, die dabei zu lésen waren, waren 1. quan- 
titative Extraktion des Cholesterins aus dem Blut bzw. Gewebe, 
2. quantitative Verseifung des veresterten Cholesterinanteils und 
3. Herstellung von Farblésungen, die in einem Prizisionscolori- 
meter exakt vergleichbar sind. 

1. Als Extraktionsmittel kam fiir uns als Mittel der Wahl 
das von Bloor angegebene Atheralkoholgemisch im Verhiltnis 
1:3 in Frage. Hier ergab sich gleich anfangs die groBe Schwie- 
rigkeit, daB die Extraktion von Cholesterin durch dieses Alkohol- 
ithergemisch wohl im Serum, nicht aber im Blut quantitativ ist.’ 
Wir muBten also unbedingt diese unvollstandige Extraktion ver- 
bessern, da wir bei unseren Cholesterinbelastungsversuchen ahnlich 
wie bei der Blutzuckerbestimmung immer nur 0,1 ccm Blut aus 
einer Capillarpipette laufend aus dem Ohr entnehmen wollten. 
Nach einigem Suchen erprobten wir als bestes Mittel gegen eine 
unvollstandige Extraktion die vorherige Hamolyse des Blutes 
durch destilliertes Wasser. Zum Nachwaschen bei der quantita- 
tiven Uberfithrung erwies sich am besten kochender 96°/,iger 
Alkohol und nachfolgendes zweimaliges Nachspiilen mit kaltem 
Chloroform. In dem folgenden Protokoll ist das Blut eines 
Patienten auf die verschiedenste Art und Weise extrahiert worden. 


Tabelle L 


Cholesteringehalt eines Blutes nach verschiedener Vorbereitung. 




















Extraktion mit 
ee Tadeshdlither \ncibem Allstall baled Allashal + Closed 
des ‘Mhétes oholather |heibem ohol| heibem ohol+ oroform 
mg mg mg 
himolysiert ... 156,1 164,3 172,1 
148,6 160,9 169,1 
nicht himolysiert 103,4 122,5 140,8 
125,6 127,9 148,6 














1) Bloor, Zit. bei Schmitz u. Milbradt, Z. f. d. ges. exper. Med. 68, 
393 (1929). 
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Das Ergebnis ist dies — die quantitativen Unterschiede 
schwanken bei den einzelnen Wiederholungsversuchen —, dab 
das nichthimolysierte Blut nur unvollstindig extrahiert wird. 
Erheblich besser ist das Resultat mit himolysiertem Blut. 

2. Zur Verseifung nahmen wir 33°/,ige Kalilauge, die wir 
wie bei der Bloorschen Methode nach Beendigung der Verseifung 
mit 25°/,iger Schwefelsiure neutralisierten. Bei der Analyse der 
Verseifung zeigte sich in einer Reihe von Paralleluntersuchungen, 
daB der optimale Zusatz von Kalilauge 0,25 ccm war, die dann 
durch 0,12 com Schwefelsiure neutralisiert wurde. Es erwies 
sich als ratsam, die Kalilauge nicht vollstandig zu neutralisieren, 
um keine freien Fettsiuren in Freiheit zu setzen, umgekehrt 
wurden bei fehlender Neutralisation regelmiBig zu geringe colori- 
metrische Werte gefunden. Wurde zu wenig Alkali hinzugetan, 
war die Verseifung unvollstiindig, wurde zuviel Alkali hinzugefiigt 
(mit entsprechend hoher Neutralisierung), wurde ebenfalls der 
colorimetrische Wert in der Regel zu klein gefunden, wahrschein- 
lich dadurch, daB das reichlich sich bildende Kaliumsulfat einen 
Teil des Cholesterins absorbierte. Wir fiihren im folgenden das 
Protokoll eines Versuches an, das die Ergebnisse einer ver- 
schiedenartigen Verseifung bringt. 


Tabelle LI. 


Cholesteringehalt eines Blutes nach verschiedener Verseifung. 




















Kalilauge 
Schwefelsiure : , 
0,25cem | 0,5 eem | 1,0 cem 
ecm mg | mg | mg 
0 172,6 | 150,4 130,2 
0,12 178,1 | 156,5 142.7 
0,25 150,3 168,7 150,8 
0,5 in | 149,6 139,5 


Dasselbe Blut, nicht himolysiert und ohne Verseifung, ergab 
122,6 mg®/, Cholesterin. Hier addierte sich der Fehler der un- 
vollstiindigen Extraktion mit dem der fehlenden Verseifung. Das 
himolysierte, aber nicht verseifte Blut wies 169,2 mg®/, Cho- 
lesterin auf. Es zeigte sich also, daB man durch eine mangel- 
hafte Verseifung ein fehlerhafteres Resultat erhilt als durch ein 
vélliges Fehlen der Verseifung, da bei geniigend langer Einwir- 
kung der Agentien die Ester auch die Farbreaktion geben. 

3. Zu dem Chloroformfiltrat wurden dann Zinkchlorid, Eis- 
essig und Acetylchlorid zugefiigt, und die Lisung auf dem Wasser- 
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bade etwa 1/, Stunde lang erhitzt. Zur Auffiillung auf ein be- 
stimmtes Volumen (meist 5 ccm) erwies sich Essigsiureithylester 
nach dem Vorschlage Bernoullis als optimal, ausreichend war 
auch der Gebrauch von Eisessig, trotzdem dieser etwas die 
Schleimhiute reizt. Abraten méchten wir im allgemeinen yon 
Chloroform, da bei diesem, falls nicht ganz wasserfrei gearbeitet 
wird, zuweilen sehr stérende Triibungen auftreten. AuBerdem ist 
der Verdunstungsfaktor des Chloroforms in Rechnung zu ziehen. 
Im allgemeinen geniigte der Zusatz von Acetylchlorid. Falls 
man aber genétigt ist, mit sehr schwachen Cholesterinkonzen- 
trationen zu arbeiten, so empfiehlt sich statt Acetylchlorid der 
Zusatz von Benzoylchlorid, das eine etwa viermal stiirkere Farb- 
reaktion als Acetylchlorid gibt. Die Benzoylchloridverfirbung ist 
sehr gut vergleichbar, doch hat Benzoylchlorid neben seiner sehr 
starken Belistigung der Schleimhiiute den Nachteil, daB es mit 
Zinkchlorid als benzoesaures Zink reagiert und ausfallt. Diese 
Verbindung ist zwar in einem Uberschu8 von Chloroform ldslich, 
bildet sich aber immer sofort, wo Spuren von Chloroform ver- 
dunsten. Dadurch wird das Arbeiten am Stufenphotometer durch 
das stindige Beschlagen der Glaswand der Kiivette ungemein 
erschwert. Wir nahmen daher bei schwachen Cholesterinkonzen- 
trationen kein Benzoylchlorid, sondern wihlten lieber eine gréBere 
Kiivette und ein entsprechend dunkleres Filter. 

Zur Analyse wurden reinste Chemikalien von Merck, Darm- 
stadt und Schering-Kahlbaum, Berlin, benutzt. Die Bestimmungen 
gingen in absolut fettfreien getrockneten GefiBen und Pipetten 
vor sich. Im einzelnen verlief dann unsere Mikrocholesterin- 
bestimmung folgendermafen: 


Wir entnehmen aus dem Obrliippchen eines Patienten nach Einschnitt 
mit einem Skalpell mit einer geeigneten Capillarpipette 0,1 cem Blut, das 
nach der Entnahme sofort, bevor eine Gerinnung eintreten kann, in ein 
Reagenzglas, das mit 1 cem Aqua destillata beschickt ist, ausgeblasen wird. 
Noch 4—5mal wird dann Aqua destillata in der Pipette aufgezogen und 
in das Reagenzglas tibergespiilt. Peinlichst muB darauf geachtet werden, 
da8 kein Blut an den Glaswinden hingen bleibt, damit alles Blut quanti- 
tativ in dem destillierten Wasser himolysiert wird. Stets werden Doppel- 
bestimmungen angesetzt. In die Reagenzgliiser werden dann tropfenweise 
unter maximalem Schiitteln 5 cem Atheralkohol 1:3 zugesetzt. Ob reguliir 
geschiittelt worden ist, erkennt man daran, daB eine ganz feine Emulsion 
eingetreten ist, wihrend anderen Falles grobe Flockungen beobachtet werden, 
die die Extraktion sehr erschweren. Die Gliischen werden dann vorsichtig 
in heiBes Wasser in einem geeigneten Gestell gehalten, bis es an der Ober- 
fliche zum leichten Sieden kommt. in demselben Augenblick fallt auch 
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das EiweiB in groben Flocken aus. Die Glischen 148t man dann abkiihlen 
und fiillt sie danach mit Atheralkohol so weit auf, daB ein durch das Ver- 
dunsten des Athers frei liegender Ring von gefiillten Substanzen an den 


Glaswinden wieder mit Fliissigkeit bedeckt ist. Die verkorkten Glischen 
werden 24 Stunden stehen gelassen. Nach 24 Stunden wird nun durch ein 
kleines Filter in ein 50 ccm fassendes Erlenmeyerkélbchen filtriert. Als 
Filter empfehlen wir ebenso wie bei der spiiteren Chloroformfiltration nur 
méglichst kleine (maximal 6 cm Durchmesser) zu wihlen, um eine evtl. 
Filterabsorption zu verhindern. Nachgewaschen wird einmal mit etwa 5 ccm 
kochendem 96°/,igen Alkohol und zweimal mit 5 ccm kaltem Chloroform, 
wobei wir den Chloroformauszug das erste Mal 10, das zweite Mal 5 Minuten 
lang stehen lassen. Diese etwas umstindliche Uberfiihrung ist notwendig, 
da durch eine nicht quantitative Extraktion in dieser Phase der Bestimmung 
erfahrungsgemiB die meisten Divergenzen entstehen kénnen. Nachdem 
das Filter abgetropft ist, wird in jeden Kolben 0,25 ccm 33°/,ige Kalilauge 
zugesetzt und unter Hinzufiigung einer Glasperle auf dem Wasserbade ver- 
seift, bis noch wenige Tropfen Fliissigkeit in dem Kélbchen vorhanden 
sind. Neutralisiert wird durch Zusatz von 0,12 ccm konzentrierter Schwefel- 
siiure, wobei durch vorsichtiges Schwenken des Kélbchens die Siure mit 
dem ganzen Bodensatz in Beriihrung kommen mu8. Die Kélbchen werden 
bei 70° im Brutschrank getrocknet. Es empfiehlt sich, den Riickstand 
nicht absolut wasserfrei zu trocknen, da er sich sonst zu schwer vom Boden 
list. Ist umgekehrt der Bodensatz noch zu feucht, so entstehen in dem 
Chloroform leicht Triibungen, so daB man beim Trocknen einen empirisch 
zu findenden Mittelweg einschlagen mu8. Nach Abkiihlen wird in die 
Kélbchen je 5cem Chloroform abpipettiert, der Bodensatz sorgfiltig durch 
ein Glasstiibchen abgelést, das dann mit etwas Chloroform abgespiilt wird. 
Der Chloroformauszug wird 20 Minuten lang stehen gelassen und durch 
ein kleines Filter in ein zweites 50 ccm fassendes Erlenmeyerkélbchen 
iibergefiihrt. Nachgespiilt wird noch 2mal mit 3 cem Chloroform, wobei 
man das Chloroform beim Nachwaschen 10, bzw. 5 Minuten zur besseren 
Extraktion noch beléBt. Auch diese Uberfiihrung mu8 sehr sorgsam aus- 
fiihrt werden, da schon geringe Cholesterinverluste groBe Fehler bei der 
Bestimmung verursachen. Zu den vereinigten Chloroformfiltraten wird 1 ecm 
Acetylehlorid und 1 ccm 40°/,iges Zinkchlorid in Eisessig getan und die 
Kélbchen auf dem Wasserbade — mindestens '/, Stunde — erhitzt, bis das 
Chloroform nahezu verdampft ist. Es tritt dann bald eine eosinrote Farbe 
auf, die allmihlich in eine braune iibergeht. Diese Verfirbung zeigt sich 
zwar schon beim Stehen in der Kiilte, doch ist sie selbst nach 24 Stunden 
noch nicht quantitativ und die '/,stiindige Erhitzung ist unbedingt not- 
wendig. In gleicher Weise wie die Chloroformextrakte werden reine 
Cholesterin-Chloroformlésungen mit bestimmtem Cholesteringehalt als Ver- 
gleichsléisung behandelt. Es empfiehlt sich nicht nur, zwei parallele Stan- 
dardlésungen anzusetzen, sondern auch melrere mit verschiedenem Chol- 
esteringehalt, da der colorimetrische Vergleich weitaus am exaktesten ist, 
wenn in der Vergleichslésung anniihernd derselbe Steringehalt ist. Diese 
gefirbte braune Fliissigkeit wird quantitativ in ein MeBkélbchen unter 
Nachspiilen mit Eisessig iibergefiihrt und bis zur Marke 5 cem aufgefiillt. 
Die Kélbchen werden dann gut umgeschiittelt. Nach 30 Minuten kann 
dann die colorimetrische Ablesung erfolgen. Wiihrend wir friiher gewohnt 
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waren, mit dem hochempfindlichen Leitzcolorimeter zu arbeiten, benutzten 
wir in letzter Zeit ausschlieBlich das Pulfrichsche Stufenphotometer. Als 
Kiivette nahmen wir eine solche mit einer Dicke von 10mm, als Filter 
kam fiir uns bei der Cholesterinbestimmung das gelbgriine Filter S 57 in 
Frage. Das Stufenphotometer, das den Vorteil hat, auch bei Farblésungen, 
die nicht absolut identische Verfirbungen haben, exakte Resultate zu liefern, 
ist besonders bei der Liebermann-Burchardtschen Reaktion am Platze, 
da bei dieser bekanntlich in einem grofen Prozentsatz divergente Verfiir- 
bungen auftreten. Zwar sind bei der Tschugaewschen Reaktion die 
Farbdivergenzen erheblich geringer, doch sind zuweilen statt des tiefbraunen 
Farbtones auch mehr braunrétliche Farbténe zu beobachten. Diese treten 
besonders bei der Standardlésung auf, die nicht mit Alkali vorbehandelt 
ist. Wir empfehlen daher dort, wo nicht iiber ein Stufenphotometer ver- 
fiigt wird, zur Ausscheidung des rétlichen Farbtones die Standardliésung — 
trotzdem es ja an und fiir sich nicht notwendig wire — zur Erzielung 
einer noch weitgehenderen Farbiibereinstimmung ebenfalls wie die zu 
untersuchenden Fliissigkeiten zu verseifen. Bei unseren photometrischen 
Messungen stérte diese geringe Rotfiirbung nicht, da diese durch das gelb- 
griine Filter véllig ausgeschaltet wird. 


Die Brauchbarkeit unserer Methode muBte sodann durch 
einen Vergleich mit anderen Bestimmungen erprobt werden. Zum 
Vergleich muBte vor allem die Original Windaussche Digitonin- 
methode, zum andern die Autenrieth-Funksche Bestimmung 
nach vorangegangener Extraktion nach Bloor herangezogen wer- 
den. Unsere Ergebnisse fiihren wir in der nachfolgenden Tabelle 
an, deren Zahlen den Mittelwert aus drei Resultaten darstellen 
und sich auf das Blut eines Patienten beziehen, das wir bei einer 
einmaligen Entnahme gewannen. 


Tabelle 3. 


Der Cholesteringehalt eines Blutes bei verschiedenen Methoden. 


























Windaus | Autenrieth Milbradt 
a 168,1 mg 103,6 mg 176,3 mg 
Germ. 2 8 140,4 ,, 154,3 ,, 148,7 ,, 





Die Ergebnisse, die wir in anderen Versuchen noch bestitigten, 
waren folgende. Die Extraktion im Blut nach Bloor ist unvoll- 
stindig, im Serum werden dagegen die héchsten Werte gefunden. 
Die Werte, die wir nach unserer Methode erhielten, lagen 
— wenn auch nicht sehr wesentlich — sowohl im Blut wie im Serum 
um ein Geringes (maximal 10°/,) héher als bei der Windaus- 
schen Standardmethode. Damit glauben wir den Nachweis ge- 
fiihrt zu haben, daB unsere colorimetrische Methode fiir Reihen- 
untersuchungen im klinischen Betriebe durchaus brauchbar ist. 
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Die Bestimmung der Phosphatide ging ‘hnlich wie die des 
Cholesterins vor sich. Hier waren schon eine Reihe von Vor- 
arbeiten getan, da wir zum Colorimetrieren die sehr empfindliche 
Phosphorreaktion von Fiske und Subbarow’) benutzen konnten. 
Im einzelnen gingen die Bestimmungen so vor sich, daf wir wie 
bei unserer Cholesterinmethode himolysiertes Blut extrahierten. 
Nach 24 Stunden wurde quantitativ in einen etwa 50 ccm 
fassenden Kjeldahlkolben filtriert. Zum Nachspiilen verwandten 
wir statt Alkohol + Chloroform nur dreimaliges Nachwaschen 
mit kochendem Alkohol. Im Wasserbade wurde dann der Inhalt 
des Kolbens bis zur Trockene eingedampft, und eine Neumann- 
sche?) Veraschung mit konzentrierter Schwefelsiure und Salpeter- 
siure angeschlossen. Nach beendeter Veraschung wurde die iiber- 
schiissige Salpetersiiure durch kochendes Wasser als salpetrige 
Siure ausgetrieben. Nachdem der Extrakt auf etwa 2—3 ccm 
eingedampft war, wurde der Riickstand unter Nachspiilen mit 
Aqua destillata quantitativ in ein MeBkélbchen tibergefiihrt und 
unter Zusatz von entsprechenden Reagentien nach Fiske-Sub- 
barow gegen Standardlésungen von bekanntem Phosphorgehalt 
colorimetriert. Wegen des geringen Phosphorgehaltes wurde in 
der Regel nur bis 5 ccm aufgefiillt. Als optimales Filter fiir das 
Stufenphotometer benutzten wir das Filter S 47. Die Werte, die 
wir fiir den Atherléslichen Phosphor erhielten, ergaben, mit 25 
multipliziert, ziemlich genau den Phosphatidgehalt des Blutes. 

Was die Bestimmung der Lipoide in kleinsten Gewebsmengen 
anbetrifft, so war hier nur das Problem der Extraktion zu lésen. 
Die Fexsche Extraktion, durch Kochen mit Natronlauge das Ge- 
webe zu zerstéren, um dann durch Ausschiitteln mit Ather das 
Cholesterin zu entfernen, kam fiir uns nicht in Frage, da die uns 
zur Verfiigung stehende Gewebsmenge von 100—300 mg fiir 
dieses Verfahren bei weitem nicht ausgereicht hitte. Wir be- 
nutzten daher eine modifizierte Extraktion, die wir schon friiher 
zur Extraktion von Phosphatiden aus Organen von beri-berikranken 
Tauben benutzt hatten, nimlich die Extraktion durch Ather und 
Alkohol im Soxhletapparat.*) Obwohl die Extraktion mit heibem 
Ather und nachfolgendem heifen Alkohol fiir die quantitative 
Lipoidextraktion geniigt, wie wir uns bei unseren damaligen Kon- 





1) J. of biol. Chem. 66, 375 (1925). 
2) Diese Z. 37, 115 (1902); 48, 32 (1904). 
*) Milbradt, Biochem. Z. 223, 278 (1930). 
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trollversuchen iiberzeugt hatten, so fiigten wir, dem Beispiel von 
Schmitz bei der Isolierung der Gehirnlipoide folgend, diesen 
beiden Extraktionen noch eine dritte mit Benzol zu, zumal wir 
in dem Extrakt nicht nur die Lipoide, sondern auch indirekt die 
Gesamtfettstoffe bestimmen wollten. Das Verfahren ging so vor 
sich, daB wir 100—200 mg Hautgewebe exzidierten, es sorgfaltig 
von Blut und Unterhautfettgewebe reinigten, in einem Wiege- 
glischen es wogen und bei 80° im Brutschrank bis zur Konstanz 
trockneten. Die trockne Masse wurde im Morser sorgfiltig ge- 
pulvert und quantitativ in einen Mikrosoxhlet iiberfiihrt und 
6 Stunden mit Ather, 6 Stunden mit Alkohol und 6 Stunden mit 
Benzol extrahiert. Die Extraktionshiilse mit dem Riickstand 
wurde erneut getrocknet und aus der Differenz des Gewichtes 
Hiilse + getrocknete Masse und Hiilse + extrahierte Masse 
der Gesamtfettgehalt bestimmt. Die vereinigten Extraktions- 
lésungen wurden im Vakuum eingedampft, quantitativ in ein 
25ccm-Kélbchen iibergefiihrt und aufgefiillt. Je 10 ccm wurden 
dann zur Phosphatidbestimmung nach Fiske und Subbarow 
und je 10 ccm zur Cholesterinbestimmung nach unserer Me- 
thode benutzt. Auch hier empfehlen wir von vornherein min- 
destens zwei Bestimmungen anzusetzen, da der Lipoidgehalt der 
Haut regionalen Schwankungen unterworfen ist. Da wir schon 
friiher ausgiebig den Cholesteringehalt der Kaninchenhaut sowohl 
mit der Windausschen Digitoninmethode wie nach der Bloor- 
schen Methode untersucht hatten, unternahmen wir diesmal nicht 
mehr diese miihevollen Untersuchungen; doch konnten wir be- 
friedigt feststellen, daB unsere diesmal gewonnenen Zahlen sich 
vollauf mit den damaligen deckten. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, daB wir eine Methode 
gefunden zu haben glauben, die geeignet ist, quantitativ in kleinsten 
Gewebs- und Blutmengen Cholesterin und Phosphatide zu _be- 
stimmen. 
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Koprosterin und Lithobiliansdure. 
H Von 
R. Langer. 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Marz 1933.) 





Nach unserer heutigen Auffassung kommen der Lithobilian- 


siure und der Iso-lithobiliansiure die Formeln I und II zu’): 


C,,H,,-COOH : | 
CH, CH, es - CH, CH, a C,H» COOH 


or ac ae ball aa 
fs i. - HOOG 
1 . 
HOO He CH, HOOC HC CH 
PO in a a : 
Hoos, Hi, wh, 
i I Lithobiliansiure. II Iso-lithobiliansiure. 


Fir die Diels-Siure (IV), die beim Abbau des Chole- 
sterins (III) mit Hypobromit entsteht, und fiir die Dihydro- 
Diels-Saure (V) sind die folgenden Formeln bewiesen: 


Soe Nae shite apie Sallie 


| 
CH, CH, CH 


“CH, CH, CH, CH 
rr a ee” gl aul, 
5 , HC : CH 
; | ace | | 
baw 4 ls HOOC oN CH, 
\4) ge 
cf, “i. HOOG CH 
III Cholesterin. IV Diels-Siaure. 


Mit der Dihydro-Diels-Siiure ist die zuerst von Gardner 
und Godden’) beschriebene Dicarbonsiure aus Kopro- 
sterin (VI) nahe verwandt, denn beide geben bei der thermischen 
Zersetzung dasselbe Brenzketon (VII).*) Sie kénnen sich also 
nur durch die Anordnung der Substituenten am Kohlenstoffatom 5 
unterscheiden. Der Dicarbonsiure (Schmelzp. 250°) aus Kopro- 
sterin mu8 also die Formel VI zugeschrieben werden. 

Wie man sieht, ist die Dicarbonsiure (Schmelzp. 250°) aus Ko- 
prosterin in ihrem Bau der Lithobiliansiure und nicht der Isolitho- 





1) Wieland, Dane u. Scholz, Diese Z. 211, 261 (1932). 








2) Biochemie. J., 7, 590 (1913). 
5) Windaus, Ber. chem. Ges. 52, 175 (1919). 





OH; 


CH 
a -CH, + CH ‘ | . C, oH e CH, e CH 


~CH, 























190 R. Langer, 





Seitenkette oxydativ abspaltet, in Lithobiliansiure tibergehen. 


CH, 
| C,H, -CH,-CH \ CHa CH, 6 
y CH, CH eT ae CH, CH; Ca ~ —— 
Pe a er 
H,C CH H,C C CH 
| | | | 
5)CH CH, HOOC HC5) CH, 
i all — 
HOOC CH, HOOC H, 
Vs Dihydro-Diels-Siure. VI Dicarbonsiure aus Koprosterin. 
™~* afl 
Ne a” 
O,,H,,-CH,-C 
CH, CH bu a te 
Pi" tite 
a ae a 
OC——— HC CH, 


H, 
VII Brenzketon C,,H,,0. 

In Widerspruch hierzu steht eine Angabe von Windaus und 
Riemann), daB sich bei der energischen Oxydation des Kopro- 
sterins Iso-lithobiliansiure bilde. Ich habe darum auf Veranlassung 
von Herrn Prof. Windaus die Oxydation des Koprosterins wieder- 
holt und habe die zum weiteren Abbau verwendete Dicarbonsiure 
15 mal umkrystallisiert. Aus einer so gereinigten Siure habe ich 
nur noch Lithobiliansadure und keine Iso-lithobiliansiure er- 
halten. Die Lithobiliansiure wurde durch ihren Trimethylester 
und ihre Brenzsiure einwandfrei identifiziert. 

Die vorhandene Unstimmigkeit ist hierdurch beseitigt. Wie 
erklaren sich aber die friiheren Beobachtungen von Windaus 
und Riemann? Riemann hat seinerzeit die rohe Dicarbonsiure 
aus Koprosterin, die er fiir einheitlich hielt, weiteroxydiert. Heute, 
wo man weib, daB die Hydroxylgruppe des Koprosterins nicht an 
C,, sondern an C, steht, ist es nach den Erfahrungen in der 
Gallensiiurechemie sehr wahrscheinlich, daB die rohe Dicarbon- 
siure zwei strukturisomere Siuren enthalt, von denen das Haupt- 
produkt durch Offnung des Ringes A zwischen ©, und C,, das 
Nebenprodukt durch Offnen desselben Ringes zwischen C, und C, 
entstanden war. Die erste Saure mu bei der Weiteroxydation 
Lithobiliansiure, die andere Iso-lithobiliansiure liefern. 





1) Diese Z. 126, 277 (1923). 


biliansiure Ahnlich und mu, wenn man die Iso-propylgruppe der 
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Bei der Aufarbeitung seiner Oxydationsprodukte hat nun 
Riemann in dem schwerer ldslichen, mit Ather ausgeschiittelten 
Anteil schwer trennbare Gemische von Di- und Tricarbonsiiure 
angetroffen und hat sich darum vor allem mit der leichter lés- 
lichen, in der wiBrigen Essigsiure verbliebenen Tricarbonsiure 
beschiftigt. Aus dieser Fraktion hat er in sehr geringer Ausbeute 
Iso-lithobiliansiiure zu isolieren vermocht und hat sie durch ihren 
Trimethylester (Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt) identifiziert. 
Ich habe die alten Versuchsprotokolle, die Herr Dr. Riemann 
Herrn Prof. Windaus geschickt hatte, eingesehen. Es ist danach 
kein Zweifel méglich, daB er wirklich Iso-lithobiliansiure in Hinden 
gehabt hat. Die Lithobiliansiure, die Riemann nicht isoliert 
hat, muB sich in dem oben erwahnten, schwerer léslichen Anteil 
befunden haben, der in der Hauptsache aus einem Gemisch von 
Lithobiliansiure und der rohen Dicarbonsiure aus Koprosterin 
bestanden haben diirfte. 


Versuchsteil. 

Dicarbonsiure aus Koprosterin C,,H,,0,. Die reine Dicarbon- 
siure aus Koprosterin (Schmelzp. 250°) wurde unter Benutzung 
einer Beobachtung von Windaus und Linsert?) auf folgendem 
Wege aus Cholesterin dargestellt: Je 10g Cholesterin und 2 g 
Nickelkatalysator wurden in 4 Bombenrohren 8 Stunden auf 240° 
erhitzt. Das vom Nickel befreite Umlagerungsprodukt, das haupt- 
siichlich aus Cholestan-3-on und Koprostanon bestand, war nach 
eintigigem Stehen mit Krystallen des schwerer léslichen Chole- 
stanons durchsetzt. Dieses wurde abfiltriert und mit kaltem Aceton 
von der éligen Mutterlauge befreit. Die Acetonlésung wurde ein- 
gedampft. Der Riickstand im Gewicht von 24 g wurde in 500 ccm 
warmem Hisessig gelést und mit 24 g Chromsiaureanhydrid bei 
70° 2 Stunden oxydiert. Dann wurde das iiberschiissige Chrom- 
siureanhydrid mit schwefliger Siure reduziert und die griine 
Lésung im Vakuum villig eingedampft. Der Riickstand wurde 
mit 10°/,iger Kalilauge aufgenommen und die Lésung bis zur 
Abscheidung des Chromhydroxyds erhitzt. Nach dem Filtrieren 
wurde angesiiuert, mit Ather ausgeschiittelt und die itherische 
Lésung eingedampft. Sie hinterlieB einen Riickstand, der 15 mal 
aus Hisessig umkrystallisiert wurde und dann aus langen Nadeln 
bestand, die bei 250° unter Zers. schmolzen. Ausbeute 7 g. Wie 
schon friiher festgestellt wurde, erweist sich die so bereitete Di- 





1) Liebigs Ann. 453, 110 (1927). 
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carbonsiure als vollstindig identisch mit einer sorgfiltig ge- 
reinigten Siiure aus Koprosterin. 

Tricarbonsdure C,,H,.O,. 7 g der Dicarbonsiiure wurden in 
200 ccm heiBem Eisessig gelist. Die Lisung wurde allmihlich 
mit einer Lésung von 14 g Chromsiiureanhydrid versetzt und 
10 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Nach dieser 
Zeit wurde das iiberschiissige Chromsiiureanhydrid mit schwefliger 
Saure reduziert, die Lésung mit 500 ccm Wasser versetzt und 
3mal mit viel Ather ausgeschiittelt. Die Atherische Lésung’) 
wurde eingedampft, der Riickstand mit 100 ccm 10°/,iger Kali- 
lauge aufgenommen und die alkalische Liésung bis zur Abscheidung 
des Chromhydroxyds erhitzt. Die vom Chromhydroxyd abfiltrierte 
Lauge wurde wieder angesiuert und darauf mit Ather extrahiert. 
Der Riickstand des Atherextrakts wurde in méglichst wenig 10°/, iger 
Kalilauge gelést und mit der doppelten Menge 25°/,iger Natron- 
lauge versetzt. Meistens entstand dabei noch kein Niederschlag. 
Die Lésung wurde dann in einer Schale auf dem Wasserbad etwas 
eingeengt, der nunmehr gebildete Niederschlag abfiltriert und mit 
25°/,iger Natronlauge ausgewaschen. Dieser Niederschlag besteht 
aus dem Natriumsalz der Dicarbonsiure aus Koprosterin. Die 
bei der Oxydation gebildete Tricarbonsiure bleibt in der starken 
Natronlauge gelést. Die alkalische Lisung wurde nun angesiuert, 
mit Ather ausgeschiittelt und die iitherische Lésung eingedampft. 
Der Riickstand wurde aus Eisessig umkrystallisiert und so in 
Prismen erhalten, die bei 280° unter Zers. schmolzen. Die Aus- 
beute an ganz reiner Siure betrug nur 0,32 g. 

Trimethylester: 0,15 ¢ der reinen Siure wurden mit Diazo- 
methan verestert. Der Ester krystallisierte aus Methanol in 
Nadeln vom Schmelzp. 110° Sie gaben mit einem Lithobilian- 
siiure-trimethylester, den ich der Freundlichkeit von Herrn 
Prof. Wieland verdanke, keine Schmelzpunkterniedrigung. 

Brenzsaure: 0,3 g der Tricarbonsiure wurden im Metallbad 
erhitzt und dann bei 320°/1 mm destilliert. Das Destillat krystalli- 
sierte sofort und zeigte nach 3maligem Umkrystallisieren aus 
80°/,iger Essigsiure einen Schmelzpunkt von 201° Es gab mit 
einer Brenz-lithobiliansiure vom gleichen Schmelzpunkt keine 
Depression. 

Ich danke Herrn Professor Dr. Windaus fir die Unter- 
stiitzung und Leitung meiner Versuche. 





1) Aus den essigsauren Mutterlaugen lieBen sich noch kleine Mengen 
Lithobiliansiure isolieren. Isolithobiliansiure war nicht vorhanden. 



























Die Oxydation von Disulfiden zu Sulfonsiuren 
mit Wasserstoffsuperoxyd. 


Eine neue Synthese von Taurin. ') 


Von 


Alfons Schéberl. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Marz 1933.) 





Stoffwechseluntersuchungen haben schon vor langer Zeit ge- 
zeigt, daB Cystin, der Haupttriger des Schwefelgehaltes der Pro- 
teine, als Muttersubstanz der im Tierkérper an Cholsiure ge- 
kniipften aliphatischen Sulfonsiure Taurin anzunehmen ist. Man 
hat hieraus zu folgern, daB der Organismus iiber Mittel und 
Wege verfiigt, unter weitgehender Schonung des Aminosiure- 
molekiils eine Aufoxydation der Disulfid- zur Sulfogruppe aus- 
zufiihren. Da hierzu fast keine, dem biologischen Geschehen 
wirklich vergleichbaren Modellversuche in vitro vorliegen, 
haben wir Beobachtungen, die uns bei der Einwirkung von 
Wasserstoffsuperoxyd auf Cystein”) zufielen, in dieser Richtung 
weiter verfolgt. Die Ergebnisse lassen auf breiterer Basis Riick- 
schliisse iiber den Cystinstoffwechsel im Tierkérper zu. 

Die Dehydrierung von Sulfhydrylverbindungen mit Wasser- 
stoffsuperoxyd fiihrt zunichst zu Disulfiden, die nun ihrerseits 
selbst wieder durch das gleiche Oxydationsmittel einer Weiter- 
oxydation zu den entsprechenden Sulfonsiiuren unterliegen kénnen: 
RSSR + 5H,O, = 2RSO,H + 4H,0. Bereits friiher ist gemein- 
sam mit M. Wiesner die Isolierung von e-Sulfopropionsiure 
bei der Kinwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Thiomilch- 





1) III. Mitteilung iiber: Zur Kenntnis der Oxydation von Sulfhydryl- 
verbindungen mit Wasserstoffsuperoxyd. II. Mitteilung: Ber. chem. Ges. 65, 
1224 (1932). I. Mitteilung: Diese Z. 209, 231 (1932). 

*) Bei der kinetischen Verfolgung dieser Reaktion (Diese Z. 209, 231 
(1932) wurde in einigen Fiillen eine um fast 10°/, zu geringe Enddrehung 
bezogen auf allein entstehendes Cystin beobachtet. Aus Raummangel muBte 
seinerzeit auf eine Wertung dieser Resultate verzichtet werden. 
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siiure beschrieben worden. Mit der gleichen Reaktion gelang 
nun auch die Umwandlung der Dithiodiglykolsiure in die 
Sulfoessigsaure. Zale war damit erwiesen, daB diese Oxy- 
dation iiber die Disulfidstufe verliuft. Diese beiden Beispiele 
zeigten die Méglichkeit der Sulfonsiurebildung auf dem genannten 
Weg. Vor allem ging daraus hervor, da Wasserstoffsuperoxyd 
nicht nur vollstindige Verbrennung solcher schwefelhaltiger 
Molekiile bewirkt, sondern auch Bildung von Zwischenprodukten 
veranlassen kann. 

Besonderes Interesse bot aber im Hinblick auf die eingangs 
erwihnte Fragestellung die Anwendung der Oxydation auf solche 
Disulfide, die die Aminogruppe tragen. Aus diesem Grunde 
wurde zuniichst Cystin selbst der Einwirkung von Wasserstoff- 
superoxyd unterworfen. Es hat sich dabei in iberraschender 
Weise gezeigt, daB bei EKinhaltung nicht zu energischer Reak- 
tionsbedingungen der Angriff des Oxydationsmittels nicht iiber- 
wiegend an der Aminogruppe erfolgt, wie man dies nach den 
Versuchen iiber den Abbau von «-Aminosiuren durch Wasser- 
stoffsuperoxyd hatte erwarten kénnen. Man hat sich bekanntlich 
daran gewohnt, auch im Organismus ganz allgemein den oxyda- 
tiven Abbau der a@-Aminosiiuren mit einer Dehydrierung am 
a-Kohlenstoffatom beginnen zu lassen. Die Oxydation von Cystin 
durch Wasserstoffsuperoxyd ist nun bereits mehrfach in der 
Literatur beschrieben worden; jedoch lieBen sich diese Ergebnisse 
in keiner Weise fiir den vorliegenden Zweck verwenden. 
L. Spiegel’) und spater C. Neuberg und P. Meyer?) haben 
Cystin in ammoniakalischer Liésung allerdings ohne exakte Auf- 
arbeitung oxydiert und dabei nur Thioschwefelsiurebildung fest- 
sere Auch F. Breinl und O. Baudisch*) konnten den ge- 
samten Cystinschwefel nur vollig aufoxydiert als Schwefelsiure 
fassen. Uns gab diese Reaktion ein anderes Bild, indem auch 
beim Cystin einwandfrei die Uberfiihrung in die Cysteinsdure 
gelang. Die unerwiinschte Weiteroxydation zu Schwefelsiure 
umfabte bei einem Uberschu8 an Wasserstoffsuperoxyd von 
10°/, nur 12,7°/, des eingesetzten Materials. 

Diese Resultate lieBen den Wunsch entstehen, auch decarb- 
oxyliertes Cystin, das Cystamin, in gleicher Weise zu behandeln. 





1) Virchows Arch. 166, 364 (1901), und zwar S. 369. 
2) Diese Z. 44, 472 (1905). 
5) Diese Z. 52, 159 (1907). 
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Da bei dieser Verbindung der immerhin migliche Schutz der 
Aminogruppe durch innere Salzbildung wie bei Cystin wegfiel, 
wurde zunichst Cystaminchlorhydrat mit Wasserstoffsuperoxyd 
oxydiert. Jedoch fand man dabei nur einen weitgehenden Ab- 
bau zu Schwefelsiure. Der gewiinschte Erfolg stellte sich aber 
ein, als man die Oxydation der freien Base vornahm, wobei 


' wiederum die entsprechende Sulfonsiure, das Taurin, in ziem- 


lich glatter Reaktion anfiel. Damit war zugleich eine neue, 
iibersichtliche Synthese der biologisch recht interessanten Ver- 
bindung gewonnen worden, die auch priparativer Anwendung 
fihig sein dirfte. Die Verluste durch Angriff der Aminogruppe 
hielten sich in méBSigen Grenzen und hingen in erster Linie von 
der Héhe des Wasserstoffsuperoxydiiber$thusses ab. Die Mittei- 
lung von J. A.Mandel und C. Neuberg?), daB Taurin selbst 
von Wasserstoffsuperoxyd angegriffen werde, ergab keine Stérung 
des Reaktionsbildes. Das synthetisch dargestellte Taurin sollte 
durch Anlagerung von Phenylisocyanat nach C. Paal und 
G. Zitelmann?) und Uberfiihrung in #-(w-Phenyl-ureido)-iithan- 
a-sulfonsiure noch genau identifiziert werden. Dabei ergab sich, 
daB #-(w-phenyl-ureido)-iithan-g-sulfonsaures Barium, das zur 
Isolierung der Sulfonsiure gut geeignet ist, nicht mit 1'/, Molen, 
wie Paal und Zitelmann fanden, sondern nur mit 1 Mol Kry- 
stallwasser krystallisiert. AuBerdem wurde der Zersetzungspunkt 
der freien Saéure nicht bei 175, sondern bei 195° gefunden. 

Die Oxydation physiologisch wichtiger Verbindungen mit 
Wasserstoffsuperoxyd in vitro hat oft zu Riickschliissen auf den 
Abbauweg in vivo Veranlassung gegeben. So darf man vielleicht 
auch aus der beschriebenen Uberfiihrung von Cystin in Cystein- 
siure folgern, daB das iibliche Schema der Verbrennung der 
¢-Aminosaiuren im Tierkérper nicht unbeschriinkt auf Cystin an- 
wendbar ist. Im Cystinmolekiil scheint nicht die Amino-, sondern 
die Disulfidgruppe der bevorzugte erste Angriffsort zu sein. In 
sekundarer Reaktion wiirde dann erst der Abbau an der Amino- 
gruppe beginnen, der zur vollstiindigen Verbrennung fiihren 
kann, wovon man durch die Fiitterungsversuche am Tier von 
J. Wohlgemuth%) und L. Blum‘) unterrichtet ist. Vielleicht 
spricht auch die spezifische Einstellung des Organismus bei der 





1) Biochem. Z. 71, 180 (1915), und zwar S. 183. 

*) Ber. chem. Ges. 36, 3337 (1903), und zwar S. 3343. 
8) Diese Z. 40, 81 (1903/04). 

*) Beitr. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 1 (1904). 
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Cystinurie dafiir, da’ infolge Mangel an Oxydationskraft nicht 
die primar nétige Aufoxydation der Disulfid- zur Sulfogruppe 
geleistet werden kann. Dann geht aber die mit Nachdruck ver- 
tretene Forderung von G. Rosenfeld’) und A. Gottschalk?) zu 
weit, daB diese Stoffwechselstérung allein auf einem Mangel an 
Fahigkeit zur Desaminierung beruhe. 

Die chemische Formulierung des Uberganges von Cystin in 
Taurin im Tierkérper hat sich bisher fast immer auf ein von 
E. Friedmann’) angegebenes und in vitro ausgefiihrtes Schema 
gestiitzt, das iiber die Cysteinsiiure verlief. Es war sehr er- 
wiinscht, daB sich bei der voéllig kérperfremden Friedmann- 
schen Oxydation von Cystin das Brom durch Wasserstoffsuper- 
oxyd hat ersetzen lassen. Dagegen kann die nun folgende 
Decarboxylierung der Cysteinsiiure zu Taurin nach den Ergeb- 
nissen von R.A. Gortner und W.F. Hoffmann‘) nicht mehr 
als ganz gesichert gelten. Diese bestehende Unsicherheit veran- 
laBte die Heranziehung eines neuen Weges, den der Organismus 
vielleicht bei der Umwandlung von Cystin in Taurin beschreiten 
kénnte. Man genieBt den Vorteil, den Boden des chemischen 
Experimentes nicht verlassen zu miissen, wenn zunichst Decarb- 
oxylierung zu Cystamin und dann erst Oxydation zur Sulfonsiure 
angenommen wird: 





CH,—S—\ 
| CH,—NH, CH,—NH, CH,—NH, 
COOH 2 
Cystamin Taurin 


In der Tat haben C. Neuberg und E. Ascher) Cystin in 
Cystamin iibergefiihrt und Cystamin kann, wie oben gezeigt 
wurde, mit Wasserstoffsuperoxyd glatt zu Taurin oxydiert werden. 


Beschreibung der Versuche. 


Pi I. Die Oxydation von Dithiodiglykolsdure zu Sulfoessigsdure.‘) 


5,0 g Dithiodiglykolsiure in 20 cem Wasser wurden mit 20g Perhydrol 
(= 6,4 Mole) und einer Spur Ferrosulfat auf dem Wasserbad erwirmt. Es 
trat stiirmische Reaktion ein, so da8 rasch gekiihlt werden muBte. Nach 





1) Erg. Physiol. 18, 118 (1920). 

2) C. Oppenheimer, Handb. d. Biochemie, Bd. VIII, S. 864. 

3) Beitr. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 1 (1903), und zwar S. 23. 

‘) J. of biol. Chem. 72, 433 (1927), und zwar §. 445. 

5) Biochem. Z. 5, 451 (1907), und zwar S. 454. 

*) Experimentell mitbearbeitet von Dr. M. Wiesner u. Dr.E. Berninger. 
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dem Abklingen der Reaktion engte man auf dem Wasserbade ein und 
schiittelte mit Ather aus. Die wiBrige Lisung ergab bei der Behandlung 
mit Bariumearbonat ziemlich viel Bariumsulfat. Beim Abdunsten des Fil- 
trates auf iccm erhielt man sternférmig angeordnete Krystallgruppen 
(0,8 g). Der mit Natriumsulfat getrocknete difherische Auszug lieferte nach 
Aufarbeitung und Umfillung aus Ather mit Petroliither eine krystallisierte 
weiBe Verbindung vom Schmelzp. 102—104°'), in welcher unveriindertes 
Ausgangsmaterial vorlag. 

Die aus der wiiBrigen Lésung isolierte Substanz war das Bariumsalz 
der Sulfoessigsiure, wie der Vergleich mit dem nach O. Stillich’) gewonnenen 
Salz erwies. 0,5 g davon wurden in 150 ccm Wasser mit 0,46 g Anilin- 
sulfat kurz aufgekocht. Nach Abfiltration yom Bariumsulfat dampfte man 
auf dem Wasserbad voéllig zur Trockne ein, wobei 0,37 g einer schwach 
gelb gefiirbten Substanz in Blattchen anfielen. Umkrystallisation aus 1'/, ecm 
Alkohol lieferte 0,2 g einer weiBen Verbindung, die bei 187,5—188° schmolz. 
Mischschmelzpunkt mit saurem sulfoessigsaurem Anilin*) 188,5° (Literatur 
187—188°). 

II. Die Oxydation von Cystin zu Cysteinsdure.*) 1. 4,8 ¢ Cystin, 
aufgeschlimmt in 20 ccm Wasser, versetzte man mit 37,4 g 
10°/,igem Wasserstofisuperoxyd und mit 1 ccm einer frischen 
0,01 m-Mohrschen Salzlésung und behandelte bis zum Verschwinden 
des Wasserstofisuperoxydes auf dem Dampfbad, wobei das ab- 
dunstende Wasser immer durch frisches ersetzt wurde. Das 
Wasserstoffsuperoxyd war nach 8 Stunden verschwunden. Nur 
0,27 g Cystin blieben ungelést. Die gebildete Schwefelsiure 
wurde durch Zusatz der gerade nétigen Menge 5°/,iger Barium- 
chloridlésung entfernt und wie iiblich quantitativ bestimmt.°) 
Man ermittelte 1,1874 g Bariumsulfat. Durch Eindunsten des 
Filtrates auf dem Wasserbad fiel ein schwach gelblich gefirbter, 
teilweise noch éliger Riickstand an, der nicht voéllig zur Krystal- 
lisation zu bringen war. Man léste daher wieder in Wasser, 
machte barytalkalisch und kochte etwa 45 Minuten, bis kein 
Ammoniak mehr entwich.*) Nach Entfernung des Bariums mit 
der nétigen Menge verdiinnter Schwefelsiiure und Kinengen des 
Filtrates blieb ein schwach briunliches Ol zuriick, das jetzt beim 





1) Alle Schmelzpunkte sind mit abgekiirzten, geeichten Thermometern 
bestimmt. 

2) J. prakt. Chem. [2] 73, 541 (1906). 

8) Dargestellt nach O.Stillich, J. prakt. Chem. [2] 73, 541 (1906); 
vgl. J. prakt. Chem. [2] 74, 51 (1906). 

*) Mitbearbeitet von Dr. E. Berninger. 

5) BaSO,-Niederschlag nach Abfiltration nochmals mit HCl auskochen. 

®) Das Kochen mit Lauge darf wegen der méglichen Zersetzung der 
Cysteinsiure nicht iibertrieben werden; vgl. H. T. Clarke u. J. M. Inouye, 
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Stehen iiber konzentrierter H,SO, und KOH im Vakuum erstarrte 
und gepulvert werden konnte (3,65 g). Die Lésung in Wasser 
entfarbte man mit Tierkohle, engte auf 3—4 ccm ein und setzte 
heif 20 com Alkohol zu. Nach einstiindigem Stehen in Kis fil- 
trierte man 2,2 g eines feinen weifen Pulvers ab, die man noch- 
mals aus 4,5 ccm Wasser + 10 ccm Alkohol umkrystallisierte. 
Ausbeute 1,17 g. Das Priaparat zeigte kein Drehungsvermigen.’) 
Zur Analyse wurden 0,57 g nochmals aus 5 ccm Wasser + 25 ccm 
Alkohol umgelést (erhalten 0,3 g). 

47,7 mg Subst. (bei 65° und 0,1 mm iiber P,O, getrocknet): 3,4 cem N 
(19°, 753,2 mm). 

C,H,O0,NS (169,13) Ber. N 8,28 Gef. N 8,26. 

0,25 g der Cysteinsiiure wurden durch Kochen in Wasser mit iiber- 
schiissigem Kupfercarbonat in das Kupfersalz iibergefiihrt. Die blaue 
Lésung hinterlieB beim Eindunsten auf dem Wasserbad einen miBfarbenen, 
blaugriinen Riickstand, der beim Durchriihren mit kaltem Wasser wieder 
rein blaue Farbe annahm. Ausbeute 0,28 g. Es wurde 4 Stunden bei 120° 
getrocknet. 


9,065, 16,233 mg Subst. verbrauchen 3,678, 6,554 cem 0,01 n-Na,S,0,.”) 
C,H,O,NSCu (248,7) Ber. Cu 25,56 Gef. Cu 25,79 25,66 
2. In einem erneuten Versuchsansatz brachte man 4,0 ¢ 
Cystin in 20 com Wasser mit 16 g Perhydrol auf dem Wasserbad 
in etwa 1 Stunde in Lésung. Von der schwach gelblich gefairbten 
Lésung wurde nach Anffiillung auf 25 ccm eine Drehungsbestim- 
mung ausgefiihrt. Es ergab sich: 


[w]?>, =+ 1,83° x 100/5,64 x 4x 1 =+ 81° 


577 

(volistindiger Ubergang in Cysteinsiiure angenommen). Die einheit- 
liche Zusammensetzung des Rohproduktes (= 3,75 g) war durch 
fraktionierte Krystallisation aus konzentrierter Salzsiure + Wasser 
oder aus Wasser -+ Aceton, wobei jeweils die Mutterlaugen mit 
Aceton gefallt wurden, zu erweisen. Hs fielen 3 Fraktionen von 1,1, 
0,55 und 1,4 g an. Die beiden ersten Krystallisationen be- 
standen aus reiner Cysteinsiure, die 3. Fraktion war weniger rein. 
Optische Aktivitaét war noch vorhanden. In der genannten Reihen- 
folge betrug das spezifische Drehungsvermégen in Wasser: 


[e}?* = + 0,245°x 100/4,695 x 1 = + 5,2°, 


577 
[ec]?! = + 0,18°x 100/2,626 x 1 =+ 4,95°, 
[a}?*, = + 0,22°x 100/4,095 x 1 = +4 5,4°. 





1) 0,6027 g Subst. (bei 120° getrocknet) in 10,5 cem Wasser, | = 1 dm. 
*) Vgl. E. Abderhalden u. E.Schnitzler, Diese Z. 163, 94 (1927). 
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3. SchlieBlich konnte bei der Verarbeituhig von 10g Cystin 
durch fraktionierte Krystallisation aus Wasser aktive neben in- 
aktiver Cysteinsiure abgeschieden werden. Die zuerst krystal- 
lisierende Saure (0,85 g), aus Wasser + Alkohol nochmals umgelist, 
zeigte in Wasser keine Drehung.') Fiir die aktive Siure be- 
stimmte man in Wasser: [a]?°>, = +0,30° x 100/4,504 x 1 = + 6,66°. 


III. Die Oxydation von Cystamin zu Taurin. 1. Cystaminchlor- 
hydrat war nach 8. Gabriel*) aus N-é- Bromithylphthalimid tiber die 
Sulfhydryl- und die Disulfidverbindung verhiltnismiBig leicht zugiinglich, 
wobei die geringfiigige Abinderung nach J. v. Braun, A. Bahn und 
W. Miinch’) beachtet wurde. Die Oxydation der Sulfhydrylverbindung 
wurde aber in methylalkoholischer Lésung vorgenommen; so oxydierte man 
z. B. 100 g in 500 cem Methanol und lie8 vor dem Absaugen des Disulfides 
bis auf 38° abkiihlen. Methanol leistete auch zur Umkrystallisation von 
rohem Cystaminchlorhydrat ausgezeichnete Dienste; 1 g war aus etwa 8 ccm 
umzulésen.*) Athylalkohol, den die Literatur nur angibt, ist wegen der 
Schwerldéslichkeit des Salzes wenig geeignet.®) Das Salz war so in guter 
Ausbeute in schneeweifen, unregelmaBigen Blittchen sehr rein zu erhalten. 
Der Schmelzpunkt lag bei 219—221° (vorheriges Erweichen und kein ganz 
klares Durchschmelzen), wihrend die Literatur 203° angibt.*) Die Di- 
benzoylverbindung, dargestellt nach W. Coblentz und S. Gabriel (a. a. O.), 
schmolz bei 134,5° (Literatur 132°). 


0,1198 g Subst. verbrauchten 10,48 ccm 0,1 n-AgNO, (Volhard); ber. 
10,64 ecm. — 43,4 mg Subst.: 4,8 cem N (19°, 749,5 mm). — 0,2020 g Subst.: 
0,2571 g AgCl. 

C,H,,N,8,Cl, (225,19) Ber. N 12,44 Cl 31,49 
Gef. ,, 12,75 , 81,49. 


2. Oxydation von Cystaminchlorhydrat. 1,13 g Cystaminchlor- 
hydrat in 20 cem Wasser, versetzt mit 1 ccm einer 0,01 m-Mohrschen Salz- 
lésung, wurden mit 12,8 g 10°/,igem Wasserstoffsuperoxyd auf dem Wasser- 
bad behandelt. Bereits nach 1 Stunde war der Wasserstoffsuperoxydnach- 
weis negativ. Behandlung der heiBen Lésung mit iiberschiissigem Barium- 
carbonat lieferte 1,5074 g Bariumsulfat, was einer vollstindigen Durchoxy- 
dation von 64°/, entsprach. Aus dem Filtrat war nach Entfernung des 
Bariums mit Schwefelsiure und Abdunstung ein dunkelbraunes Ol zu er- 
halten, das nicht weiter aufgearbeitet werden konnte. 


38. Oxydation von freiem Cystamin. Auf Grund der 
Erfahrungen von v. Braun und Mitarbeitern (a. a. QO.) wurde die 





1) 0,4084 g gelést zu 11 ccm. 

2) Ber. chem. Ges. 21, 566 (1888); 22, 1137 (1889); 24, 1110, 1122 (1891). 

3) Ber. chem. Ges. 62, 2766 (1929) und zwar 8. 2771. 

4) Mutterlauge nicht vernachlassigen! 

5) 1 g Cystaminchlorhydrat lést sich erst in rund 60 ccm heiSem 
Athanol. 

6) W. Coblentz, S. Gabriel, Ber. chem. Ges. 24, 1122 (1891) und 
zwar §. 1123, und V. Coblentz, ebenda 24, 2131 (1891), und zwar S, 2132. 
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freie Base durch Zugabe der iAquivalenten Laugenmenge aus 
Cystaminchlorhydrat zu jedem Versuch in Freiheit gesetzt. Die 
Oxydation ist in mehrfachen Ansitzen zumeist mit 1,13 g des 
Salzes zur Ermittlung der Reaktionsbedingungen durchgefiihrt 
worden. Nachfolgend beschreiben wir als Modellversuch die Ver- 
arbeitung einer gréBeren Menge. 

Man léste 11,3 g reines Cystaminchlorhydrat in 50 ccm 
Wasser und fiigte 101 ccm n-NaOH, dann 90,0 ¢ 10°/,iges 
Wasserstoffsuperoxyd und 1 ccm einer 0,1 m-Mohrschen Salz- 
lésung zu (Uberschu8 an H,O, rund 5°/,). Die Reaktionslésuny 
kam dann auf ein Wasserbad, wobei anfangs streng darauf ge- 
achtet werden muBte, daB keine heftige Reaktion einsetzte.') 
Durch zeitweise Kihlung lieS man die Temperatur nicht iiber 
90° steigen. Spater konnte dann dauernd gefahrlos auf dem 
Wasserbad belassen werden, bis nach etwa 1'/, Stunden der 
Wasserstofisuperoxydnachweis negativ war. Aus der gelb ge- 
farbten Lésung fallte man heii mit der gerade nétigen Menge 
5°/,iger Bariumchloridlésung die entstandene Schwefelsiure als 
Bariumsulfat aus, das immer quantitativ bestimmt wurde. Es 
waren hier 2,2918 g. Das Einengen des Filtrates auf dem Wasser- 
bad lieferte 16,0 g eines nur ganz schwach gelbbraun gefirbten 
Riickstandes. Den getrockneten und harten, im Mérser fein ge- 
pulverten Riickstand zog man dann 10 Minuten lang auf dem 
Wasserbad mit 50 ccm Alkohol aus, léste in gerade 15 ccm heiBem 
Wasser, setzte 15 ccm Alkohol zu und lie8 unter Umriihren er- 
kalten, wobei die gesamte Fliissigkeit zu einer weiBen Krystall- 
masse erstarrte. Man erhielt 7,4 g einer schneeweiBen Substanz, 
die noch 2 mal aus Wasser mit Alkohol gefallt werden muBten, 
bis sie chlorfrei waren. Ausbeute dann 4,25 g (kleine Nadeln). Zu 
einer letzten Umkrystallisation léste man nochmals in gerade 51 ccm 
50°/,igem Alkohol, woraus beim langsamen Erkaltenlassen wunder- 
schéne, zentimeterlange prismatische Nadeln anfielen (3,78 g). Ein 
Vergleich mit kauflichem Taurin der Fa. Hoffmann - La Roche, 
Berlin, in bezug auf Léslichkeit und Krystallform bewies das Vor- 
liegen von Taurin. 

49,0 mg Subst.: 34,8 mg CO,, 24,2 mg H,0.2) — 46,5 mg Subst.: 
4.55 cem N (19°, 737,8 mm). 





1) Bei kleineren Versuchsansitzen (mit 1,13 oder 3,39 g Chlorhydrat 


bestand diese Gefahr nicht. 
®) Die C, H-Bestimmung wurde in freundlicher Weise von Herrn Dr. 


W. Bockemiiller am hiesigen Institut ausgefiihrt. 
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C,H,O,NS (125,13) Ber. C 19,18 H 5,64 N 11,20 
Gef. ,, 19,37 7 0,03 5, 11,10. 

Die Ausbeute an reinstem Taurin betrug in allen Versuchs- 
ansitzen rund 40°/, d. Th. Fir die Verluste durch vollstandige 
Aboxydation ist zum Teil die Héhe des benutzten Wasserstoff- 
superoxydiiberschusses verantwortlich. Bei der Oxydation von 
1,13 g bzw. 3,39 g Cystaminchlorhydrat mit einem Uberschu8 an 
Wasserstoffsuperoxyd von 20 bzw. 10°/, betrug dieser Abbau 
12,9 bzw. 8,4°/, (= 0,3016 bzw. 0,5872 g BaSO,). Jedoch auch 
ohne Wasserstoffsuperoxydiiberschu8 war eine Aboxydation von 
6,4°/, zu beobachten (0,1498 g BaSO, aus 1,13 g Chlorhydrat). 
Ohne besonderen Eisensalzzusatz erwies sich die Reaktion, wenn 
auch in etwa doppelt so langer Zeit, ebenfalls als durchfiihrbar. 


4. Anlagerung von Phenylisocyanat an Taurin. Zu 
0,5 g Taurin (aus Cystamin oder von Hoffmann-La Roche) in 
1 com Wasser fiigte man 4 ccm n-NaQOH, versetzte mit 0,48 g 
Phenylisocyanat und schiittelte etwa 10 Minuten kraftig durch. 
Dabei war geringe Erwirmung und Ausfallen von Diphenylharn- 
stoff zu beobachten, von welchem abgesaugt wurde. Zum klaren 
Filtrat gab man eine heiBe Lésung von 1,8 g Bariumchlorid 
in 5 com Wasser, wobei das schwer lésliche Bariumsalz der 
8-(w-Phenyl-ureido)-ithan-a@-sulfonsiure in kleinen Blittchen so- 
fort auszufallen begann. Nach einstiindigem Stehen in Eis wurde 
abgesaugt, mit wenig Wasser gewaschen und durch Durchsaugen 
von Luft getrocknet. Ausbeute 1,02 g = 80°/, d. Th. Zur Ana- 
lyse kamen mehrfach umgeléste, vollkommen lufttrockene Priparate 
zur Verwendung. 

Paal und Zitelmann (a. a. 0.) haben ihre Krystallwasser- 
bestimmung bei 130° ohne Angabe der Trocknungsdauer aus- 
gefiihrt. Wir haben unsere Bedingungen weitgehendst variiert. 
Die nachfolgenden Bestimmungen sind bei 130 bzw. 140° und 
einer zwischen 5 und 12 Stunden schwankenden Trocknungsdauer 
vorgenommen worden. Auch Trocknen im Hochvakuum bei 65° 
iiber PO, lieferte das gleiche Resultat. Dabei zeigten die Salze 
aus kiuflichem und aus Cystamin erhaltenem Taurin nicht die 
geringsten Unterschiede. 

0,48261, 0,46535, 0,38816, 1,0754 g Subst. verloren 0,01374, 0,0134, 
0,01008, 0,0299 g H,0. 


C,,H,,0,N,S,Ba +1 H,O Ber. H,O 2,81 Ba 21,41 
Ci3H,,0,N,8,Ba +1'),H,O , 4, 4,15 ~ Sa 
Gef. ,, 2,85, 2,88, 2,60, 2,78. 
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Ba-Bestimmungen des krystallwasserhaltigen Salzes'): 

0,2178, 0,2639 g Subst.: 0,07925, 0,0961 g BaSQ,. 

Gef. Ba 21,41, 21,43. 
Ba-Bestimmungen des wasserfreien Salzes: 
0,29427, 0,28862, 0,1902 g Subst.: 0,1103, 0,10726, 0,0713 g BaSO,. 
C,,H..0,N,S,Ba (623,75) 
Ber. Ba 22,03 Gef. Ba 22,06, 21,87, 22,06. 

Zur Darstellung der freien 8-(w-Phenyl-ureido)-iithan-a-sulfon- 
siure wurden 6,0 g des wasserhaltigen Bariumsalzes in 100 ccm 
Wasser mit 75 ccm 0,25 n-Schwefelsiure versetzt. Das Filtrat 
muBte wegen der groSen Léslichkeit der Sulfonsiure auf dem 
Wasserbad véllig eingedunstet werden. Man erhielt einen festen 
harten Riickstand (4,2). Zersetzungspunkt dieser Rohsiure 192,2° 
(starkes Aufschiumen), Sie war schon ziemlich rein: 0,2581 g 
Subst. verbrauchten 10,20 ccm 0,1 n-NaOH; ber. 10,57 com. Man 
kann gut aus Hisessig umkrystallisieren. 0,5 g Rohsiure (aus 
60 ccm EKisessig) lieferten 0,37 g reine Sulfonsiure, die in kleinen 
weiBen und unregelméBigen, zumeist viereckigen Blittchen kry- 
stallisierte. Ihr Zersetzungspunkt lag bei 195”. 

72,2, 78,8 mg Subst. verbrauchen 3,010, 3,304 eem 0,1 n-NaOH; ber. 
2,957, 3,227 cem. — 39,9 mg Subst.: 65,1 mg CO,, 17,6 mg H,O. 


C,H,,0,N.S (244,19) Ber. C 44,23 H 4,96 
Gef. ,, 44,50 ,, 4,94. 


1) Hieran hat sich in dankenswerter Weise Herr Dr. M. Wiesner 
beteiligt. 











er. 


er 








Nachtrag zu meiner Mitteilung iiber die Gegenwart 
von einem Eiweif synthetisierenden Enzyme in der Milz. 
[Diese Z. 207, 213 (1932)}. 


Von 


S. G@. Hedin. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Marz 1933.) 


Das Synthese erzeugende Enzym kann aus der nicht mit 
Siure behandelten Milz eines jungen Rindes durch Ausziehen 
mit NaCl-Lisung bei schwach alkalischer Reaktion und Zimmer- 
temperatur in Liésung erhalten werden. Wenn zu der dialysierten 
Infusion Casein, NaCl und Spaltungsprodukte von EiweiB zugesetzt 
werden, so kann nachgewiesen werden, daB der im isoelektrischen 
Punkte fillbare Stickstoff mit der Zeit zunimmt. 

Der ProzeB scheint darin zu bestehen, dab eine durch die 
Kinwirkung von Alkali und NaCl auf Casein entstandene Substanz, 
welche im isoelektrischen Punkte nicht fallbar ist, durch Auf- 
nahme von Spaltungsprodukten fallbar wird. 

Wird das angewandte Casein durch NaCl in angegebener 
Weise rasch verindert, so wird die Synthese bereits nach 24 Stunden 
bei 37° nachweisbar, und man kann auch leicht zeigen, daB die 
Infusion durch 24 stiindige Behandlung mit Siure (p,, = 5—5,4) bei 
37° das Vermégen, Synthese zu erzeugen, zum gréBten Teil verliert. 

Meine ersten Versuche wurden mit einem Casein ausgefiihrt, 
das durch NaCl rasch veriindert wurde. Das spiter angewandte 
Casein war aber viel weniger durch NaCl angreifbar (S.229—230). 

Der auf Seite 231 und 232 erwihnte Versuch beziiglich der 
Kinwirkung von Saure auf das Synthese erzeugende Enzym miflang 
und zwar aus dem Grunde, weil die unter dem Einflu8 von Alkali 
und NaCl erzeugte Substanz nicht fiir die Wirkung des Synthese 
erzeugenden Enzyms geniigte. Die unter EKinflu8 von NaCl und 
Alkali aus Casein gebildete Substanz geniigte also nicht fiir die 
Wirkung des nicht mit Siure behandelten Enzyms. Um dies méglichst 
zu vermeiden, habe ich im folgenden Versuche die zugesetzte Enzym- 
menge auf etwa die Hilfte vermindert. Der Versuch wurde mit der 
Lésung A, von einem anderen Mastkalb erhalten, ausgefiihrt. 


30 A + 4HCl wurde 24 Stunden bei 37° gehalten (py, = 5), worauf 
die Siure mit 4NaCl neutralisiert wurde (a). 


14* 
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30 A wurden ohne Erhitzung sofort mit 4HCl + 4NaOH versetzt ((). 





5 ; + 10 NaCl + 5S erh, + 50Cas. + 6NaOH es 0 ack ue es 1 

a 
4) 9g oth. + ”? ” ”? i a a a dia oe 2 
Bock ae Bi, eee , 
55 erh.__i,, " i ‘. eee oe eee 4 
5 —und 5 6b bedeuten, daB « und # zunichst mit einem gleichen 


2 2 
Volumen Wasser versetzt wurden, worauf 5 ccm der verdiinnten Lésungen 
fiir die Proben abgemessen wurden. Nach 24 Stunden bei 37° wurden fiir 
die Fiallung im isoelektrischen Punkte jeder Probe zunichst 16 cem HCl 
und dann 50 cem n-Natriumacetat und 50 ccm n-Essigsiure zugesetzt. Nach 
Erhitzung auf dem Wasserbade wihrend 18 Minuten wurden von den 
Filtraten 150 cem n-Bestimmung abgemessen. 


Die Ergebnisse waren: Nr. 1 21,8 ! a Nr. 3 20,4 ‘ 
5: , » 4 20,8 , 
Wie ersichtlich, wurde fiir Nr. 1 und 2 siurebehandeltes Enzym, 
fiir Nr. 3 und 4 nicht behandeltes Enzym angewandt. Das nicht 
behandelte Enzym ergab negative Differenz —0,4 oder Synthese. 
Das siurebehandelte Enzym ergab positive Differenz +0,7. Zum 
ersten Male habe ich hier nach der Siurebehandlung der Liésung A 
Spaltung von Eiwei8 erhalten, was wohl auf ungewohnlich vollstin- 
dige Zerstérung des KiweiBsynthese erzeugenden Enzyms hindeutet. 
DaB die erhaltenen Differenzen so klein sind, liegt an den 
kleinen zugesetzten Enzymmengen und die Quantititen muBten gering 
sein wegen des geringen Materials fiir synthetische Enzymwirkung. 
Zum Schlu8 méchte ich die Aufmerksamkeit auf einen stark 
irrefiihrenden Schreibfehler hinleiten. Unter Zusammenfassung 3, 
Seite 234, wird naémlich angegeben, dab die Synthese mit einer Ab- 
nahme des im isoelektrischen Punkte fillbaren Stickstoffes verbunden 
ist. In der Tat nimmt der fallbare Stickstoff natiirlich bei der Syn- 
these zu, und Zusammenfassung 3 soll also folgendermafen lauten: 
Das Synthese erzeugende Enzym kann aus der nicht mit Siure 
behandelten Milz eines jungen Rindes durch Ausziehen mit NaCl bei 
schwach alkalischer Reaktion in Lésung erhalten werden. Wenn zu 
der dialysierten Infusion Casein, NaCl und Spaltungsprodukte von 
EKiweiB zugesetzt werden, so kann nachgewiesen werden, daB der 
im isoelektrischen Punkt fallbare Stickstoff mit der Zeit zunimmt. 
Seite 215 wird nicht hinlinglich hervorgehoben, daB die 
vier Proben 1—4 urspriinglich dieselbe Menge Spaltungsprodukte 
(5 C/2 erh.) enthielten. 
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Eine Methode fiir Adenosintriphosphorsadurebestimmung.*) 


(Zur Chemie der Muskeladenosintriphosphorsaure. ) 


Von 
D. Ferdmann. 





(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Arbeitsinstituts des Ukrainischen Arbeits- 
kommissariats in Charkow.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. ebruar 1933.) 


Adenosintriphosphorsiiure gehért, wie von Lohmann") und Fiske’) 
festgestellt wurde, zu den chemischen Bestandteilen des Muskelgewebes. 
Spaltung von Adenosintriphosphorsiure fiihrt zur Bildung von Ammoniak 
(Embden und Mitarb.*), Parnas und Mitarb.?'), Inosinsiiure und Phosphor- 
siure. Bei derartigem vollstindigen Zerfall von Adenosintriphosphorsiiure 
werden, wie von Meyerhof und Lohmann” erwiesen, pro Mol 33000 Cal 
frei. Der Hauptanteil der Wirmebildung entfillt dabei auf die Abspaltung 
von 2 Molekel Phosphorsiiure (oder eines des Pyrophosphats), denn die 
Desaminierung von Adenosintriphosphorsiiure ergibt pro Mol 8000 Cal. Bei 
dem Zerfall von Adenosintriphosphorsiure im Muskel kénnen verschiedene 
Zwischenstufen gebildet werden. Mozolowsky, Reis und Sobezuk") 
haben erwiesen, da8 bei bestimmten Versuchsbedingungen (Zerkleinerung 
der Muskeln bei alkalischer Reaktion) von Adenosintriphosphorsiure zwei 
Molekel Phosphorsiiure abgespalten werden, wobei Adenylsiure entsteht. 
Nach Lohmann") verliuft bei Zerkleinerung (Zerreiben) der Muskeln in 
Wasser die Desaminierung der Adenosintriphosphorsiure schneller als 
die Dephosphorylierung, daher entsteht als. Zwischenstufe dabei Inosin- 
triphosphorsiure. 


Eine der méglichen Stufen des Umsatzes von Adenosintri- 
phosphorsiure, und zwar die Abspaltung von Pyrophosphat, ist 
bis jetzt noch nicht erforscht. Dabei ist gerade diese Stufe, vom 
energetischen Standpunkt betrachtet, besonders wichtig und inter- 
essant. Bei Abspaltung des Pyrophosphats von Adenosintriphos- 
phorsiure muB freie Adenylsiure entstehen. Daf Adenosintri- 
phosphorsiiure wirklich unter Bildung von Pyrophosphat und 
Adenylsiure zerfallen kann, wird durch zwei Tatsachen bestitigt: 
einerseits ist es Lohmann gelungen, aus Muskeln Pyrophosphat 
zu isolieren, andererseits konnte dieser Forscher erweisen, daB 





*) Die Arbeit wurde unter Mitwirkung von M. Dmitzenko und 
M. Okun ausgefihrt. 
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Priparate von Adenosintriphosphorsiure bei schwach alkalischer 
Reaktion in Adenylsiure und Pyrophosphat zerfallen. 


Die Erforschung des Umsatzes von Adenosintriphosphorsiure, 
wie die Klirung der energetischen Bedeutung der einzelnen 
Stufen ihres Zerfalls, wird hauptsichlich dadurch gehemmt, daf 
es keine direkte Methode fiir ihre Bestimmung gibt. 

Wie bekannt, werden von den drei Phosphoratomen der 
Adenosintriphosphorsiure zwei sehr leicht, das dritte dagegen 
schwer bei Hydrolyse in n-HCl abgespalten. Bei reinen Pripa- 
raten von Adenosintriphosphorsiure kann man fiir quantitative 
Bestimmungen von diesen Eigenschaften ausgehen. Dabei wird 
die Menge des bei Hydrolyse des Priparates in n-HCl bei 100° in 
7 Minuten abgespaltenen Phosphors, und die Menge des Phosphors 
nach Veraschen des Priparates in konz. H,SO, bestimmt. Das 
Verhaltnis des leicht hydrolysierbaren Phosphors zum _ schwer 
hydrolysierbaren muB 2:1 sein. Bei Muskelextrakten trifft dieses 
jedoch nicht zu. Hier kann die Menge der Adenosintriphosphor- 
siure auf Grund der Bestimmung des leicht und schwer hydroly- 
sierbaren Phosphors nicht berechnet werden. Und zwar kann 
der leicht hydrolysierbare Phosphor im Muskelextrakt verschie- 
dener Herkunft sein (Adenosintriphosphorsiure, Pyrophosphat). 
Verschiedener Herkunft kann auch der schwer hydrolysierbare 
Phosphor sein. 


Eigenschaften der Phosphorverbindungen des Muskels. 


Zur Zeit sind Zusammensetzung und Eigenschaften der in Siure lés- 
lichen Phosphorverbindungen des Muskels fast véllig erforscht. Die Kre- 
atinphosphorsidure**) des Muskels ist eine duBerst labile Verbindung, die 
schon in der Kalte bei saurer Reaktion in Kreatin und Phosphorsiure zer- 
fillt. Die erdalkalischen Salze der Kreatinphosphorsiure sind in Wasser 
léslich. Die Hexosemonophosphorsiiure des Muskels (Embdens Lactaci- 
dogen) zerfallt nur bei vielstiindiger Hydrolyse (33 Stunden) in n-HCl bei 
100° in Hexose und Phosphorsiiure (Lohmann).*) Die erdalkalischen 
Salze der Hexosemonophosphorsiure sind ebenfalls in Wasser léslich. Bei 
Hydrolyse in n-HC) bei 100° werden in 7 Minuten zwei Phosphoratome 
der Adenosintriphosphorsiure abgespalten. Die erdalkalischen Salze der Ade- 
nosintriphosphorsiure sind in Wasser unléslich [Lohmann und Fiske.§)] 
Die Adenylsiure*) (kann bei Zerfall von A denosintriphosphorsiure gebildet 
werden) ist in n-HCl bei 100° schwer hydrolysierbar, ihre erdalkalischen 
Salze sind in Wasser léslich. Pyrophosphat'®) (ebenfalls Zerfallsprodukt 
der Adenosintriphosphorsiure) wird bei 100° in 7 Minuten vollstiindig hydro- 
lysiert, seine erdalkalischen Salze sind in Wasser unldslich. Unldéslich in 
Wasser sind auch die erdalkalischen Salze der o-Phosphorsiure. 
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Unter gewissen Bedingungen (Autolyse) werden im Muskel Hexose- 
diphosphorsiduren gebildet. Die erdalkalischen Salze der Hexosediphosphor- 
siuren sind in Wasser unléslich. Die Hexosediphosphorsiuren werden viel 
langsamer hydrolysiert als Pyrophosphat. Die Harden-Joungsche Hexose- 
diphosphorsiure zerfillt erst nach 3stiindiger Hydrolyse (Lohmann), 
die iibrigen Hexosediphosphorsiuren werden noch langsamer hydrolysiert 
(Ferdmann®), Lohmann.!))] 


Uber die chemische Natur der Adenosintriphosphorsaure. 


Die Adenosintriphosphorsiure besteht aus folgenden Kom- 
ponenten: Adenin, Kohlenhydrat, o-Phosphorsiiture und Pyrophos- 
phorsiure. Die Frage iiber die Stelle des Pyrophosphats in dem 
Molekiil der Adenosintriphosphorsiure ist zur Zeit noch um- 
stritten. Barrenscheen und Filz’) nehmen an, daf das Pyro- 
phosphat an die Aminogruppe des Adenins gebunden ist (nach 
dem Typus der Iminophosphorsiure), Meyerhof') und Loh- 
mann‘) lassen diese Méglichkeit nicht zu, da ihrer Meinung 
nach die Aminogruppe der Adenosintriphosphorsiure frei ist und 
ferner Adenosintriphosphorsiure vier titrierbare OH-Gruppen hat. 

Was die Kohlenhydratkomponente der Adenosintriphosphor- 
siure betrifit, so kénnte man auf Grund der an Inosinsiure an- 
gestellten Untersuchungen von Levene und Jakobs?), sowie 
auch von Neuberg und Brahn?*) wohl annehmen, daB dieselbe 
eine Pentose sei. Jedoch lassen die Ergebnisse der Unter- 
suchungen von Embden und Schmidt‘) iiber die Fiahigkeit der 
tierischen Adenylsiure, Furfurol zu geben, daran zweifeln, ob 
wirklich eine Pentose ein Bestandteil der Adenylsiure ist. 

Barrenscheen und Filz?) haben in ihren Untersuchungen 
den Versuch unternommen, die chemische Natur des Kohlenhydrats 
der Adenosintriphosphorsiure zu erforschen. Dabei erwies sich, 
daB aus Adenosintriphosphorsiurepriparaten ebenfalls kein Fur- 
furol zu erhalten war. 

Auf Grund einer Reihe von diesen Forschern ausgefihrten 
chemischen Analysen wire anzunehmen, daf ihrer Natur nach 
die Kohlenhydratkomponente der Adenosintriphosphorsiure dem 
Kohlenhydrat der tierischen Nucleotide nahe steht, welches, wie 
bekannt, eine Hexose ist. Es mu jedoch darauf hingewiesen 
werden, daB es Barrenscheen und Filz nicht gelungen ist, aus 
Adenosintriphosphorsdurepriparaten Livulinsiure zu erhalten (die 
Bildung derselben beweist das Vorhandensein von Hexose). Wie 
dem auch sei, bleibt die Frage iiber die chemische Natur der 


Kohlenhydratkomponente der Adenosintriphosphorsiure noch offen. 
15* 
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In unseren Untersuchungen nahmen wir uns vor, zur quanti- 
tativen Bestimmung der Adenosintriphosphorsiure gleichzeitig 
zwei Komponenten in Betracht zu nehmen, den leicht hydrolysier- 
baren Phosphor und das Kohlenhydrat. Im Zusammenhang damit 
war zuerst die chemische Natur des Kohlenhydrats der Adenosin- 
triphosphorsiure zu kliren. Bei Untersuchungen von eiweif- 
freien Muskelextrakten ergab sich, daB letztere, auch bedeutend 
verdiinnt, eine positive Orcinreaktion geben (Bialsche Probe). 
Dieses erweist zweifellos, daB Muskelextrakte eine Substanz ent- 
halten, aus welcher Furfurol gebildet werden kann. So stand 
die Frage vor uns, die Natur dieser Substanz zu kliren.*) In 
dieser Richtung haben wir eine Reihe von Untersuchungen unter- 
nommen, aus denen zu folgern war, daf die positive Orcinreaktion 
in Muskelextrakten irgendwelche organische Phosphorverbindungen 
geben. Ferner konnte erwiesen werden, da8 aus Muskeln isolierte 
reine Priparate der Adenosintriphosphorsiure in Konzentrationen 
von etwa 20—25mg-°/, eine positive Orcinreaktion geben. Eine 
gute Firbung wird schon bei Anwendung von 1—2 ccm einer 
derartigen Lésung erhalten. Embden und Schmidt‘) haben in 
ihren Untersuchungen iiber das Vermégen der Adenylsiuren 
Furfurol zu bilden, sowie auch Barrenscheen und Filz') in 
gleichartigen an Adenosintriphosphorsiiurepriparaten angestellten 
Versuchen, sich des Verfahrens von Hoffmann) bedient. Nach 
Hoffmann wird die betreffende Substanz zwecks Furfurolbildung 
3—5 Stunden in 20°/,iger Salzsiure erwirmt, das Furfurol wird 
mit Dampf destilliert. Bei derartigem langwierigen Erwirmen 
mu8 Adenosintriphosphorsiure zweifellos véllig in ihre Bestand- 
teile zerfallen, die Kohlenhydratkomponente muB sich dabei, wenn 
es eine Pentose ist, in Furfurol umwandeln. 

Wodurch sind die negativen Ergebnisse der Versuche von 
Embden und Schmidt‘) und von Barrenscheen und Filz?) 
bedingt? Unsere Untersuchungen fiihrten uns zu der Annahme, 
daB die Pentose der Adenosintriphosphorsiiure sich ihren Eigen- 
schaften nach von den gewéhnlichen Pentosen (Arabinose und 
Xylose) unterscheidet, und zwar ist diese Pentose reaktionsfihiger, 





*) Nach Neuberg™*) kann auch Inosit Furfurol bilden. Bei erwirmen 
von 100 g Inosit mit Phosphoranhydrid gelang es diesen Forschern, 0,34 g 
Furfurolthiosemicarbazon zu erhalten. Diese Ausbeute ist so gering, daB 
sie nicht in Betracht kommt, um so mehr, als unter den gewéhnlichen Be- 
dingungen, bei denen Furfurol erhalten wird, Inosit vielleicht iiberhaupt 
kein Furfurol gibt. 
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sie geht schneller in Furfurol iiber, bei langwierigem Erwirmen 
in 20°/,HCl wird sie ohne vorherige Furfurolbildung zerstért. 
Die Richtigkeit dieser Annahme konnten wir auf experimen- 
tellem Wege beweisen. Wir haben zu diesem Zweck Bialsche 
Proben an Lésungen von Adenosintriphosphorsiurepriparaten 
(25 mg-°/,) und Pentoselésungen (7,5—10mg-°/,) angestellt. Die Ver- 
suche wurden folgenderweise ausgefiihrt. In ein mit einem Riick- 
fluBkiihler versetztes Reagenzgliischen kommen 2 ccm der Adenosin- 
triphosphorsiurelésung bzw. der Arabinose- oder Xyloselésung. 
Dazu wurden 2 ccm einer 9n-HCl-Lésung zugegeben. Die Rea- 
genzglischen mit Riickkiihler wurden 5 Minuten iiber der Flamme 
eines Spiritusbrenners gehalten, so daB der Inhalt langsam siedete. 
Die Riickkiihler wurden mit 1 ccm Wasser abgespiilt, in jedes 
Reagenzglischen kamen 30mg Orcin und 1 Tropfen einer Eisen- 
chloridlésung (0,2 ccm ferri sesquichlorati in 100 ccm Wasser), 
darauf wurden dieselben fiir 15 Minuten in ein siedendes Wasserbad 
gestellt. Dabei gaben die Adenosintriphosphorsiurelésungen eine 
intensive, die Pentoselésungen dagegen eine kaum merkliche Farbung. 
Wie aus den in Tab. I angefiihrten Versuchsergebnissen 
ersichtlich ist, zerfallt unter diesen Bedingungen die Adenosin- 
triphosphorsiéure vollstiindig (das Adenin sowie die zwei Phosphor- 
atome des Pyrophosphats werden bedeutend leichter von der 
Adenosintriphosphorsiure abgespalten als die o-Phosphorsiiure). 





























Tabelle I. 
fo ee Rove en a aaa oe “ae | 
a) on, 
Sho S'= ap 
as a 
Pder | >5-3°| +8 * 
“ISSA IG t-P 
2 & | Gesam 
Datum H,PO, [Sum @ a ad 
’ mM .O- | .o /in mg-"/, 
in mg-/,| 20.8]. .80 
San [Sa a 
wae in 
20. IV. 23} 1. Priparat d. Adenosin- 
triphosphorsiure (gelést) | Spuren 8,90 13,01 13,07 
4,V.32 [IL desgl. pa 9,32 14,01 14,03 
28.1V.32] EiweiBfreier Extrakt 
aus Froschmuskeln 85 105 120 158 
4. V. 32 desgl. 91 115 132 171 


Die Orcinreaktion ist fiir streng quantitative Analysen nicht 
besonders zu empfehlen. Die geringste Verunreinigung der 
Reagentien verursacht Anderungen in der Farbténung des Furfurols. 
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Die Orcinprobe kann nur als halbquantitativ betrachtet werden. 
Dies veranlaBte uns, fiir die quantitative Bestimmung des Kohlen- 
hydrats der Adenosintriphosphorsiure eine andere exaktere Me- 
thode zu suchen. Wir machten dabei von einer in der analy- 
tischen Chemie fiir Bestimmungen von Pentosanen und Pentosen 
bekannten Methode, und zwar von der 1931 von Simonokura”’) 
vorgeschlagenen Methode, Gebrauch. Diese Methode erméglicht 
es, AuBerst exakt Pentose als Furfurol zu bestimmen. Jedoch 
muBten wir fiir unsere Zwecke diese Methode modifizieren, da 
es sich erwies, daB das Kohlenhydrat der Adenosintriphosphor- 
siure unter den von Simonokura vorgeschriebenen Bedingungen 
(Anwenden von 12,5 n-H,SO,) nur eine geringe Furfurolausbeute gibt. 
Nach zahlreichen Versuchen gelang es uns festzustellen, daB eine 
maximale Furfurolausbeute aus Adenosintriphosphorsiure erreicht 
wird, wenn die Saurekonzentration etwa 6 n-H,SO, entspricht.*) 

Aus den in Tab. IT angefiihrten Untersuchungen ist der 
Kinflu8 der Saurekonzentration auf die Furfurolausbeute aus 
Priparaten der Muskeladenosintriphosphorsiure und aus eiweib- 
freien Muskelextrakten ersichtlich. 


Tabelle LI. 








H,SO,- | Furfurol °/) der theo- 


























Datum Konzen- to retischen 
ation mg-°/, Furfurol- 
ausbeute 
Adenosintriphosphorsiure- 
priparat. . .. Ni 12n — 51 
desgl. 12n — 50 
desgl. 6n ~~ 69 
desgl. 6n _- 67,8 
N 2 6n = 70 
12. XII.32 | EiweiBfreier Extrakt aus 
Froschmuskeln. . . . 12n 18,3 — 
desgl. 6n 34,3 —- 
25. XII. 32 desgl. 12n 22,8 — 
desgl. 6n 34,2 = 
26. XII. 32 desgl. 12n 24,6 ~- 
desgl. 6n 34,3 — 
25. XII.32 | Ba-Niederschlag aus eiweiB- 
freiem Muskelextrakt . 12n 23,7 -- 
desgl. 6n 29,7 — 
26, XII. 32 desgl. i2n 27,4 —- 
desgl. 6n 32,2 —- 


*) Bei héheren sowie auch niedrigeren Siiurekonzentrationen erhielten 
wir bestindig geringere Furfurolausbeuten. 
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen weisen darauf hin, 
daB bei Anwendung von 6n-H,SO, die Furfurolausbeute am 
héchsten ist und 69°/, des theoretischen Wertes betrigt. Hs ist 
bemerkenswert, daB von den Pentosen nur bei Xylose eine Fur- 
furolausbeute, die 98—100°/, der theoretischen entspricht, zu 
erhalten ist; Arabinose gibt eine Ausbeute von 80—85°/,. Mit 
Hilfe der Methode von Simonokura”*’) erhielten wir fiir Xylose 
eine Furfurolausbeute von 97—100°/, der theoretischen, fiir 
Arabinose nur 80°/,. Bei Verminderung der Saiurekonzentration 
bis auf 6n-H,SO, gelang es, die Furfurolausbeute aus Arabinose 
etwas zu erhéhen, und zwar bis auf 84°/,. 

Da die Adenosintriphosphorsiurepriparate immer eine be- 
stimmte stabile Furfurolausbeute geben, halten wir es fiir még- 
lich, uns dieser Methode zwecks quantitativer Bestimmungen zu 
bedienen. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen iiber die chemische 
Natur der Kohlenhydratkomponente der Adenosintriphosphorsiure 
fiihren uns zu dem SchluB, daB als Bestandteil der Adenosin- 
triphosphorsiiure eine Pentose auftritt, die sich ihrer Reaktions- 
fahigkeit nach (im Sinne der leichteren Umwandlung in Fur- 
furol) von Arabinose und Xylose unterscheidet. 


Bestimmung der Adenosintriphosphorsdure in Muskeln. 


Bei quantitativer Bestimmung der Adenosintriphosphorsaure 
in Gegenwart von Adenylsiure (oder Inosinsiure) und von an- 
organischem Pyrophosphat miissen die Phosphorverbindungen 
zuerst fraktioniert werden. 


a) Fraktionierung der Phosphorverbindungen 
des Muskels. 

In ein Zentrifugenglischen wird ein aliquoter Teil des ent- 
eiweiBten Muskelextraktes gegeben (5—10 ccm), 4 Tropfen einer 
0,1°/,igen Phenolphthaleinlésung zugesetzt und dann fein ge- 
pulvertes BaO bis zu einer schwach Rosafirbung (p, = 8,5 bis 
8,7). Dabei werden Adenosintriphosphorsiure, Pyrophosphorsiure, 
o-Phosphorsiure, und wenn vorhanden, auch Hexosediphosphor- 
siure gefallt. Man 1l4Bt den Niederschlag 20 Minuten stehen; 
darauf wird zentrifugiert, das Zentrifugat wird abgegossen. Der 
Niederschlag wird bei Zimmertemperatur in einer kleinen Menge 
n/10-HCl gelést, 1 Tropfen Phenolphthalein zugefiigt und wieder 
BaO bis zum Auftreten der Hellrosafiirbung zugegeben. Es wird 
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zentrifugiert, das Zentrifugat abgegossen, der Niederschlag noch- 
mals in gleicher Weise bearbeitet. 

Der auf diese Weise gereinigte Ba-Niederschlag ist voll- 
kommen frei von Adenylsiure und kann zur Bestimmung der 
Phosphorsiureverbindungen dienen. Aus den in Tab. III an- 
gefiihrten Analysen ist ersichtlich, daB bei Herstellung des 


Tabelle IIL. 








P d. H,PO, 





























S_«| Pd. HPO, | a: 1o_- a 
Puc” | nach 7 Min.| [4° | nach 7 Min. 4 
| Hydrolyse | 8 | P| Hydrolyse | 2 
co | in n-HCl | § |_|] in n-HCl @ 
A . 0 B . 0 ds) 
A, in mg-°,, |S [Ay in mg-°/, 
EiweiBfreier Muskelextrakt | 86 108 186] 80 102 154 
Ba-Niederschlag aus dem- 
selben Extrakt. . . .] 84 106 130} 82 104 129 
Ba-Niederschlag aus dem- 
selben Extraktnach 7Min. 
Hydrolyse in n-HCl. .| 104 106 114} 103 104 115 
Orcinprobe negativ 


10 g Muskelgewebe wurden in fliissiger Luft zerkleinert. EiweiB wurde 
mit 30 cem einer 7°/,igen Trichloressigsiurelésung gefallt. Uber Nacht wurde 
stehen gelassen, darauf filtriert. Im Filtrate wurde die priformierte o-Phos- 
phorsiiure, ferner die nach 7 Minuten langer Hydrolyse in HCl bei 100° 
und nach Veraschung in konzentrierter H,SO, entstandene colorimetrisch 
nach Fiske und Subbarow bestimmt. (Ausfiihrlich iiber die Analysen 
der Phosphorverbindungen vgl. Ferdmann.) 


Ba-Niederschlages die Adenylsiiure vollstindig in die ldsliche 
Fraktion iibergeht. Es wurden anorganische o-Phosphorsiure, 
ferner die Menge der bei 7 Minuten langer Hydrolyse des Ex- 
traktes in n-HCl bei 100° gebildeten Phosphorsiiure, und die 
Menge Phosphorsiure nach Veraschung des eiweiBfreien Extraktes 
in konzentrierter H,SO,, sowie auch von vier Ba-Niederschligen 
bestimmt.’) Zwei der Ba-Niederschlige wurden unmittelbar aus 
dem eiweiBfreien Extrakt erhalten, die iibrigen zwei nach vor- 
hergehender 7 Minuten langer Hydrolyse des Extraktes in n-HCl 
bei 100°. Im letzten Falle (bei Hydrolyse) muB Adenosin- 
triphosphorsiure vollstindig in Adenylsiiure tibergehen und im 
Ba-Niederschlag dieses hydrolysierten Extraktes dementsprechend 
weniger schwer hydrolysierbarer Phosphor zu ermitteln sein. 
Die Ergebnisse dieser Analysen beweisen geniigend iiberzeugend, 
daB die Ba-Niederschlige keine Adenylsiure enthalten. 
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b) Bestimmung der Adenosintriphosphorsaure 
im Ba-Niederschlag als Pentose 
und als leicht hydrolysierbare Phosphorsiure. 


Zur Bestimmung des Gehaltes des Muskels an Adenosintri- 
phosphorsiure, Adenylsiure und anorganischem Phosphat reichen, 
wenn Pentose mit Hilfe der Bialschen Reaktion bestimmt wird, 
2—3 g Muskelgewebe aus. Die Muskeln werden in fliissiger Luft 
fein zerrieben, in ein vorgewogenes Kélbchen, das eine 4°/, ige 
Trichloressigsiurelésung enthilt, geworfen und das Gewicht der 
Muskelportion durch eine zweite Wigung ermittelt (pro Gramm 
Muskel wird 10 ccm Trichloressigsiure genommen). Im ent- 
eiweiBten Filtrate werden 1. praformierte o-Phosphorsiure, 
2. nach 7 Minuten langer Hydrolyse in n-HCl bei 100° abgespal- 
tene Phosphorsiure, 3. nach Veraschung in konz. H,SO, gebil- 
dete Phosphorsiure und 4. Pentose bestimmt. Aus 10 ccm des 
Filtrates wird der Ba-Niederschlag vorbereitet (vgl. oben). Der 
Ba-Niederschlag wird in HCl gelést und sein Volumen auf 10 ccm 
gebracht. In dieser Lésung werden die gleichen Analysen wie 
im Filtrat ausgefiihrt. 


Zwecks Pentosebestimmung werden in zwei Reagenzglischen 
je 2 ccm des Filtrates bzw. des gelésten Niederschlages und 2 ccm 
9 n-HCl (reiner!) gegeben, mit einem kleinen Riickkiihler versetzt und 
5 Minuten iiber der Flamme eines Spiritusbrenners langsam sieden 
gelassen. Dann werden die Riickkihler mit 1ccm destilliertem 
Wasser abgespiilt, darauf in jedes Reagenzglischen 30 mg Orcin 
und 1 Tropfen der FeCl,-Lésung zugegeben und fiir 15 Minuten 
in ein siedendes Wasserbad gestellt. Gleichzeitig wird die 
Standardliésung vorbereitet, bestehend aus 1 ccm einer 0,025°/, igen 
Lésung des Adenosintriphosphorsiurepraparates [nach Lohmann”) 
isoliert], 1 ccm destillierten Wassers und 2 ccm 9 n-HCl, welche 
in gleicher Weise wie das Filtrat bearbeitet werden. Nach Ab- 
kiihlen wird colorimetriert. (Die Pentosebestimmungen werden in 
sraduierten Reagenzglischen ausgefiihrt, die Fliissigkeitsmenge 
wird bis auf 5 ccm gebracht.) 

Wie schon erwahnt (vgl. Tab. I), wird bei 5 Minuten langem 
Sieden in 4,5 n-HCl das Adenosintriphosphorsiurepriparat voll- 
stiindig gespalten. 

In Tab. IV sind einige mit dieser Methode gewonnenen Er- 
gebnisse angefiihrt. 
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Tabelle IV. 
Sof Pd H,PO, |n,c] 4-6 
P.° | wihrend 7 Min.| > |"2> 
Datum = Ey Hydrolyse in 5 Ey ey a Bemerkungen 
rd .,|/n-HClabgespal-| $ | 
‘ a=] ten in mg-%, ds) A> ie 
3 | In diesen Fill sail : 
16. V. 32 | EiweiBfreier Extrakt | 87 44 164 | 67 oe die Mush ‘ 
; Ba-Niederschlag . .| 89 40 139 | 50 || auBer Adenosint§ 
2 | KiweiBfrei ‘ - phosphorsiiure aug © 
16. V. 32 | EiweiBfreier Extrakt} 91 54 174 | 66 || freie (nicht an Pal 
Ba-Niederschlag . .| 92 52 156 | 47 tose gebundenef ~ 
Pyrophosphorsiiurg — 
25. VI. 32 | EiweiBfreier Extrakt |] 98 42 191 | 100 |, In diesen Fiillen ene 
Ba-Niederschlag . .| 98 42 163 | 94 |} halten gr, : 
25. VI. 32] EiweiBfreier Extrakt| 95 38 180 | 96 [pf SusschlieBlich Ads = 
: : ; nosintriphosphor f ~ 
Ba-Niederschlag . .| 95 38 153 | 92 siure 





Wie schon angegeben wurde, kann die Orcinprobe nicht zu 
den streng quantitativen Reaktionen gerechnet werden. Sie kann 
ihrer Einfachheit halber bei orientierenden Untersuchungen an- 
gewandt werden. 

Streng quantitativ kann die Pentose der Adenosintriphosphor- 
siure mit der fiir diesen Zweck von uns modifizierten Methode 
Simonokuras?%) fiir Pentosan- und Pentosebestimmungen er- 
mittelt werden. Bei derartigen Bestimmungen miissen 7—8 g 
Muskelgewebe genommen werden, fiir jede Pentosebestimmung 
wird eine Filtratmenge, die etwa 1,5 g Muskel entspricht, ver- 
wendet. 

In die Hiilse des Destillationsapparates kommt die Fliissig- 
ee keit, die untersucht wird und Schwefelsiure, so daB deren Kon- 
| zentration 6 n-H,SO, entspricht (das Gesamtvolumen betrigt 30 ccm), 
Es wird bis zur Sattigung K,SO, und dann 2 g ZnSO, zugegeben. 
Die Hiilse wird auf 150° erwirmt und das sich dabei bildende 
Furfurol mit Dampf bei bestandiger CO,-Durchstrémung destilliert. 
Die Beendigung der Destillation wird durch Farbung einzelner 
Proben mit essigsaurem Anilin gepriift. Das Destillat wird in 
einem Kolben (besser von geschlossenem Typ), der in Schnee ge- 
kiihlt wird, aufgefangen. Nach Beendigung der Destillation wird 
das Volumen des Destillats gemessen und in je 10 ccm desselben 
i die Furfurolbestimmung ausgefiihrt. Als Standardlésung dient 
a eine frisch vorbereitete Furfurollésung von 0,4 mg-°/,. 
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Die Bestimmung wird in folgender Weise ausgefiihrt. In 
breite Reagenzglaschen werden je 10 ccm Fliissigkeit genommen 
und unter energischem Schiitteln 1 ccm des frisch vorbereiteten 
Anilinreagens (eine Mischung gleicher Volumen frisch destil- 
lierten Anilins und 80°/,iger Essigsiiure) zugegeben. Die maxi- 
male Farbung wird in 10 Minuten entfaltet und hilt unverindert 
10 Minuten an. 

In Tab. V sind die Ergebnisse der nach dieser Methode 
ausgefiihrten Untersuchungen angefiihrt. 














Tabelle V. 
7 BA sls°] _- - 
Poe tol to] & ie 
Datum : = 2S Fla; 2] oa a, 
1932 a he ttee ball Oe a is 
, Sloe s [4] 1H] 24 
bis Birr 2s 5] 5c] Bs 
wine Oa/21 5 [as] ae 
1933 Mimele|< alos 
SilcSavlial 5 ' 13% 
a=) Py o | fy i 
| "et ‘scl | 
10. XII. |Eiwei8freier Extrakt (Extr.)} 90 30 170] 36,0 
Ba-Niederschlag (Ba-N) 90 30 132] 26,7 5 
25. XII. jExtr.. ie hoa 88 32 — 1 33,5] 1,05 
Ba-N 86 —129,6] 1,00 
26. XII. |Extr.. ... . ./88f 35 |—]34,2] 0,98 
~ ae 83 11431 31,5 3 
29, XII. |Extr.. 98 34 178] 34,5] 1,01 
Ba-N. 87] 32 1134] 30,0 8,4 
1.1. |Extr.. 15] 27 |—133,6 
Ba-N. 64 29 136} 30,3] 1,04 
20. I Extr. . 92 31 —|31,0] 1,00 
Ba-N. 85 31 |—] 30,3] 0,98 
9,11. |Extr.. 81 33-1146] 25,0 9 
Ba-N. 80 32 -——«(130] 24,5 8,7 























Die von uns ausgearbeitete Methode fiir quantitative Be- 
stimmung der Pentose der Adenosintriphosphorsiure (oder Inosin- 
triphosphorsiure) bei gleichzeitiger Bestimmung des Phosphors, der 
bei 7 Minuten Hydrolyse des Ba-Niederschlages der Phosphorver- 
bindungen des Muskels in n-HCl bei 100° abgespalten wird, er- 
méglicht es, eine sehr wichtige Etappe der Umwandlung von 
Adenosintriphosphorsiure, und zwar das Abspalten von Pyro- 
phosphat, zu erforschen. 
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Uber den Lipoidgehalt bisartiger Geschwiiste. II. 


Von 


R. Bierich und A. Lang. 





(Aus dem Krebsinstitut Hamburg-Eppendorf.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Marz 1933.) 


I. 


In unserer ersten Arbeit!) konnte gezeigt werden, daB der 
(juotient Phosphorlipoid—Cholesterinester bei den tierischen Trans- 
plantattumoren und den spontanen bésartigen Geschwiilsten der 
Menschen gegen die Norm erniedrigt ist. Das abweichende Ver- 
halten der Tumoren kommt dabei hauptsiichlich durch eine starke 
Erhéhung der Cholesterinester bei relativ hohem Phosphorlipoid- 
gehalt zustande. Daf solche Beziehungen zwischen Phosphorlipoid 
und Cholesterin fiir bestimmte Vorgiinge in den Geschwiilsten 
bestehen, ist durchaus méglich und wurde auch von verschiedenen 
Autoren diskutiert, z.'T. auch gefunden. H. W. C. Vines?) findet 
einen Abbau von Lecithin durch Nebennierengewebe, bei Zusatz 
von Cholesterin wird dieses durch die freiwerdenden Fettsiuren 
z. 'T. in Cholesterinester iibergefiihrt. H. Sobotka*) diskutiert 
ein Schema, in dem die ganze Reihe der Lipoide im weitesten 
Sinne durch wechselseitige Umesterung ineinander iibergefihrt 
werden kiénnte. Eine einfache Umesterung kam bei unseren Ver- 
suchen nicht in Frage, weil die Phosphorlipoidwerte relativ hoch 
legen. Ein Anstieg des Cholesterinestergehaltes konnte aber auch 
zustandekommen, falls eine Sprengung einer Phosphorlipoidfett- 
siure an einer Doppelbindung stattgefunden hitte und die so 
neugebildete Fettsiure an Cholesterin verankert worden wire. 
Dann hitten sich aber unter den Phosphorlipoidfettsiuren solche 
mit niederem Molekulargewicht nachweisen lassen miissen. Hine 
Untersuchung des Phosphorgehaltes der Phosphorlipoide einer 


1) Diese Z. 201, 157 (1931). 

®) Endocrinology 11, 3, 224 (1927) zit. nach Magistris, Ergeb. d. Physio- 
logie 31, 264 (1931). 
8) Naturw. 18, 679 (1930). 
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Tabelle IL. 







cs Reihe von Carcinomfallen, die schon in der ersten Arbeit ver- 
ay éffentlicht wurden, schien diese Ansicht dadurch zu stiitzen, dab 
as der Phosphorgehalt fast durchweg iiber 4°/, lag und sich bei 
Zugrundelegung der gewéhnlichen Formel fiir Lecithin die in 
Tab.I errechneten mittleren Kohlenstoffzahlen fiir die Fettsiiuren 















P. °/, der P.-L. 


mittlere C-Zahl 
der Fettsiuren 


















ergaben. 
; 
Nr. Art des Gewebes 
304 Magen-Ca 
805 Sarkom 
807 Prostata-Ca 
308 Magen-Ca 
309 ” ” 
310 Branchiogenes Ca 
813 A Mamma-Ca 
313 B Driisen zu 318 A 
304 C Schleimhaut zu 304 





5,01 
4,46 
8,92 
8,88 
3,85 
4,37 
4,35 
4,46 
3,82 





Kin Beweis fiir die Richtigkeit der Annahme war jedoch nur 
durch eine Untersuchung der Fettsiiuren der Phosphorlipoide bzw. 
der Cholesterinester zu erbringen. Eine Charakterisierung der 
Cholesterinester war aus Materialmangel nicht méglich. AuBer- 












11,8 
14,5 
18,0 
18,6 
18,5 
15,1 
15,2 
14,6 
18,7 


Tabelle i 










































Art des om | 
Gewebes in g |mg-%/,| P.°/, | 
| 
Mamma-Ca] 17,46 
» 99 | 57,67 | 1002 | 4,59 
65,13 
Coecal-Ca 7,2 
Mamma-Ca] 15,0 825 | 4,24. 
22,2 
Mamma-Ca| 44,35| 578 | 4,13 | 
Magen-Caj 20,64] 1010 | 4,18 | 
Mamma-Ca] 11,92 | 1345 | 4,03 | 
Re ol 16,91] 1737 | 4,44 | 
Sarkom | 47,45] 800 | 3,38 
Myom | 17,0 900 | 3,26 | 
—o 41,6 725 | 3,51 | 
ensen- ‘ | 
cokes | 12,2 | 1561 | 2,61 





g! 




























203,2 | 276, 


280, 





Phosphorlipoide 

| | Fettsiuren der P.-L. & ¢ 
J.-Z. | A/1P. | oy | 

i o Ve | E i 
| P.-L. | J. Z. N. Z. | Mn 
— 7 ae - 

come wee tah 
74,6 | 1,99 | 69,6 | 78,3 | 180,5 | 310; 

Baer acne 
76,1 | 2,19 | 68,1 | 80,4 
50,3 | 1,49 | 67,3 | 57,2 | 162,6 | 345) 
72,8 | 2,13 | 60,8 | 80,1 | 200,4 | 280i 
73,0 | 2,21 | 67,1 | 80,0 | 185,4 | 3021] 
82,6 | 2,27 | 68,1 | 94,75 | 207,2 | 271, 
70,3 | 2,54 | 62,2 | 80,1 | 207,6 | 2704! 
85,6 | 8,21 | 54,6 | 92,1 | 197,1 | 284) 
95,1 | 3,81 | 68,0 | 98,4 | 191,6 | 293,)| 
86,4 | 4,04 | 58,4 











93,0 | 207,8 “2 
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ver- dem wurden aber auch die Gesamtfettsiuren untersucht, um ein 
daB eventuell aus anderen Vorgingen erfolgtes Auftreten von niederen 
. bei Fettsiuren feststellen zu kénnen. Die Jodzahlen sowie der 
e in Cholesteringehalt wurde in allen Fallen mitbestimmt. Die in 
uren der Tab. II mitgeteilten Werte beziehen sich, wie auch alle weiteren 
Werte, auf Frischgewicht. 
Die Untersuchung ergab keine Anhaltspunkte fir das Auf- 
—. treten niedermolekularer Fettsiuren, in manchen Fallen waren 
hl die Molekulargewichte sogar recht hoch. Der Phosphorgehalt der 
i Phosphorlipoide war meist tiber 4°/,. Die Zahl der Doppel- 
bindungen (4) betrug 1,5 — 2,5 auf 1 P, bei Myom iiber 3, bei 
einem Jensensarkom der Ratte sogar 4. Die Jodzahlen der 
Gesamtfettsiuren wiesen keine Besonderheit auf. In einer in- 
zwischen erschienenen Arbeit von B. Lustig und E. Mandler?) 
lassen sich aus den Zahlen fiir normale Leber und Leber-Car- 
cinome im wesentlichen dieselben Befunde erheben. 
Il. 
= Kin anderer Hinweis auf die Bedeutung des Quotienten 
ta Phosphorlipoid—Cholesterinester wurde durch eine Untersuchung 
er- | 1) Biochem. Z. 249, 352 (1932). 
abelleme ll. 
a Cholesterin Gesamt-Fettsiuren 
P.-L. Gesamt woo aie 0 | | 
ue mg-"/, a 5 ster mg-°/, | J.-Z. | N.-Z | Mm 
Mn mg-°/, | [9 v. Ges. | | 
.—_ = eS ct SA nl ee a sisal 
5 | 3109mR 3809 17,5 | 25,1 13,18 3682 | «76,5 | 2121 | 264,5 
| | 
| avai 201 | 40,2 20,0 20,55 1430 | 70,2 | 189,1 |  296,6 
| 3455 220 30,6 | 18,2 18,90 4715 | 90,7 | 1538 | 365,5 
| 980m 251 59,0 | 23,5 17,1 2001 79,0 209,4 268,0 
| gooTMm 448 188,8 42,3 7,13 1987 88,1 184,0 305,0 
oT 338 95,2 28,2 1825 | 1768 | 94,1 206,8 | 271,38 
ots 824 102,7 31,7 1,79 1720 75,2 | 209,8 267,4 
oss | 195 21,2 10,9 42,4 872 88,8 | 183,0 | 306,6 
29304) 168 24,7 14,7 29,4 985 | 824 | 190,0 | 295,4 
| 2700 | 
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erhalten, die sich der vorhin mitgeteilten anschlo8 und zuniichst 
am Jensen-Sarkom der Ratte ausgefiihrt wurde. Von diesem zeigen 
einzelne Tumoren eine besonders geringe Wachstumstendenz und 
wir haben eine Reihe solcher langsamwachsender Tumoren — 
verschiedensten Alters und Gewichts — sowie eine Reihe normal 
wachsender Tumoren auf ihren Lipoidgehalt untersucht. Wir be- 
tonen dabei, daB die im Wachstum stark zuriickgebliebenen Tu- 
moren nicht nekrotischer waren als die entsprechenden Tumoren 
der raschwachsenden Reihe, was durch histologische Kontrolle 
sichergestellt wurde. Zur Analyse wurden dabei stets nur makro- 
skopisch nekrosefreie Stiicke der Randpartie benutzt. 

Um die erhaltenen Resultate mit der Wachstumstendenz in 
Beziehung setzen zu kénnen, haben wir ein quadratisches Wachs- 
tumsgesetz zugrundegelegt: P,=a-t?, wo P, das Gewicht des Tu- 
mors in Gramm am t. Tage nach der Impfung bedeutet. Als 
kennzeichnend geben wir den Wert von 10000a an. Die Befunde 
sind in der folgenden Tab. III mitgeteilt. 


Tabelle III. 
































y x . Jensensarkom. 
_§ Ss - ,.e|Chol.mg-°/,| Chol. Ester | # = - 9 5° 
& 1g Trai .o, | E ; 2 
ap 2 S IE Ges. | Frei % Ges. ™8 lo 88 Zea 
porcnecrat aree mne ~ —— —' —— ao Se 
140 40 | 83,0 | 518 1981] 313 | 248 | 20,7 | 64,5 | 30,8 
124 | 29 | 43,4 | 517 |1717] 267 | 228 | 14,8 | 39,5 | 43,5 


145 | 32 | 40,0 | 391 |1838] 235 211 | 10,2 | 24,0] 76,6]1475| 171 
125 | 25 | 24,0 | 384 |1734] 233 195 | 16,4 | 38,8 | 45,9 
146 | 35 | 40,8 | 333 11888] 264 230] 13,0 | 34,2]55,211522] 1 
139 | 25 | 20,7 | 3381 11628] 304 | 253 | 16,7 | 50,6 | 32,2 
127 8 | 0,95]148 [1619] 242 | 215 | 11,4 27,5 159,0 
1291] 19 | 3,85] 92,8 ]1585] 317 | 255 | 19,7 | 62,4 | 26,4 

IL} 19 | 2,30] 63,7 11634] 298 | 241 |] 19,0 | 56,5 | 28,9 
1381] 17 | 1,70] 58,8 11736] 340 | 264 | 22.4 | 76,1 | 22,8 
123 | 29 | 4,50] 53,5 |1893] 389 | 275 | 29,1 | 113,5 | 16,7 
13811 | 17 | 0,91]. 31,5 |1734] 374 | 280 | 25,2 | 98,9 | 18,5 
—<143 | 20 | 1,20] 30,0 ]1941}609 | 232 | 61,9 | 377,0] 5,2]2063] 429 
133 | 21 | 1,10] 24,9 |1544] 326 | 202 | 38,0 | 123,8 | 12,5 
131 | 15 | 0,55] 24,5 [1225] 355 | 221 | 37,7 | 134,0] 9,2 


“1 
“1 


182 | 24 | 1,15] 20,0 ]1510] 498 | 282 | 43,8 | 215,7] 7,0 
147 | 27 | 1,10] 15,1 ]1590] 507 | 270 | 46,7 | 236,8] 6,7]1830] 545 
134 | 28 | 1,10] 14,0]1572] 511 | 254 | 50,8 | 256,7] 6,1 
126 | 25. } 0,75] 12,0 |1574] 552 | 227 | 58,8 | 325,0] 4,9 
































Tab. III zeigt also, daB Jensen-Sarkome, die eine geringe 
Wachstumstendenz haben, eine sehr starke Erhéhung des Chole- 
sterinestergehaltes — und zwar bis zum zehnfachen Wert der 
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Norm — zeigen kénnen. Die Werte fir freies Cholesterin, Phos- 
phorlipoid und Gesamtfettsiuren bleiben dabei villig unverindert, 
so daB der Quotient Phosphorlipoid—Cholesterinester proportional 
der Wachstumstendenz von dem normalen Durchschnittswert 50 
bis auf 4,9 absinkt. 

Es interessierte uns, im Vergleich hierzu den Lipoidgehalt 


| yon Flexner-Jobling-Carcinomen zu bestimmen, da diese Tumoren 


schon normalerweise viel langsamer wachsen als das Jensen-Sarkom. 
(Tab. IV). 
Tabelle IV. 


Flexner-Jobling-Carcinom. 















































als a ; feels 8x2 
2} . .c|Chol.-m Chol.-Ester So-lg vs 
Nr sape") 3 fa 3 wa P.-L.) 2 bo E38 do 
"ge 5 A > 1A 2 Ges.| Frei "lo mg-?/,| E. | 3 R15 2 & 
al co = ? v. Ges.| "8" /o th AIS 5.8 
ee a 
136 | 19 | OS | ia’ |1342] 261 | 222 | 15,1 | 39,4 | 34,1 
137 | 30 | 0,7 | 78 |1420]180 | 145] 19,2 | 34,6 |41,1]1381] 362 
141 | 43 | 70 | 37,9 |1185]215 | 138] 35,8 | 76,8 |15,4]1120] 234 
144 | 49 | 13,5 | 56,2 [1440] 214 | 179 |] 16,2 | 34,5 | 41,7]1352] 319 








Bei den Flexner-Jobling-Carcinomen, die eine viel geringere 
Wachstumstendenz als die Jensensarkome hatten, war hiernach 
(nach Tab. IV) keine Erhéhung der Cholesterinester nachzuweisen. 

Wir ziehen hieraus den Schluf, da der Anstieg der Ester- 
werte nicht mit dem langsamen Wachstum des Tumors an sich in 
Beziehung steht, sondern eine Auswirkung von Faktoren im Organis- 
mus ist, die das normale Wachstum des Tumorgewebes hemmen. 

Von W.R. Bloor’) stammt eine Untersuchung auf einem ihn- 
lichen Gebiet. Er untersuchte den Lipoidgehalt des Corpus luteum 
der Sau in Abhingigkeit von der menstruellen Phase und kam zu 
dem Ergebnis, daB aktives Gewebe einen hohen Phosphorlipoid- 
gehalt hat und fiir inaktives und in Riickbildung begriffenes Ge- 
webe ein niederer Lipoid- und hoher Estergehalt charakteristisch 
ist. Der hohe Estergehalt soll in inaktiven Geweben z. T. durch 
Neubildung aus freiem Cholesterin und den beim Abbau des Phos- 
phorlipoids freiwerdenden Fettsiuren zustandekommen. 

Diese Befunde sind mit unseren nur insofern vereinbar, als 
auch wir der Ansicht sind, daB ein hoher Phosphorlipoidgehalt 
charakteristisch fiir Gewebsaktivitét ist. Die Auffassung, daB der 
Esteranstieg in Geweben mit verringerter Aktivitét durch Ver- 





1) J. of biol. Chem. 86, 291 (1930). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVI. 16 
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esterung der aus Phosphorlipoid freiwerdenden Fettsiuren zu- 
standekommen soll, ist dagegen in unserem Falle sicher nicht ange- 
bracht. Denn der Phosphorlipoidgehalt ist in langsamwachsenden 
Tumoren kaum vermindert, im Falle Nr. 143, der den héchsten 
Estergehalt hat, sogar ebenso hoch wie der héchste bei normal- 
wachsenden Tumoren beobachtete Phosphorlipoidgehalt. Die Neu- 
tralfettsiuren — der Teil der Gesamtfettsiuren, der nach Abzug 
der in Phosphorlipoid und Ester enthaltenen Fettsiuren (70 bzw. 
45°/,) tibrigbleibt — zeigen dagegen bei dem langsamwachsenden 
Jensen-Sarkom einen Anstieg um etwa 100°/, der Norm. 

Wir haben nun an einigen Fillen den Lipoidgehalt von normal- 
raschwachsenden Jensen-T'umoren sowohl in der intakten Randpartie 
als auch im total nekrotischen zentralen Teil untersucht (Tab. V). 
































































Tabelle V. 
ais oe 0/ 2] & 
8 2 2 C me Ba x Chol.mg°/,| Chol.-Ester p-LI3* lef 
Nr. ™ td = oS 5 = _ go "~ ~? ee tet 8) £5 
8 e qe ® 8 a Wi = Ges Frei lo mg-°/ E. m e o 2 
t7) a1 os ~ ; v. Ges, . oh IZ 
148 I {normal o3 | 47 600 1815] 282 | 245] 13,1 37,0 }49 [1490] 1 
II jnekrot. 941} 409 | 2781 32,1 | 131 7,2}1616] 8! 
149 I Jnormal 43 | 70.5 389 1778} 295 | 255] 13,4 39,5 145 |1502] 2: 
IT |nekrot. . 507} 848 | 501 | 40,9 | 347 1,5 }1717] 11y 
150 I Jnormal 1801] 262 | 233] 10,9 | 28,6 ]63 [1513] 2 
II jnekrot.| 29 | 8%7 | 1043 | gaz] 595 | 324] 383 | 201 | 3,4]1775] 12 





Bei den normal-raschwachsenden Jensen-Sarkomen findet sich 
also im nekrotischen Gewebe eine starke Erhéhung des Esters 
und eine sehr starke Verminderung des Phosphorlipoidgehalts 
(bis auf 29°/,). Das freie Cholesterin ist deutlich, die Gesamt- 
fettsiuren nur unwesentlich vermehrt, der Gehalt an Neutralfett- 
siiuren steigt dagegen auf den etwa finffachen Betrag und ent- 
spricht in seiner Menge dem zerfallenen Phosphorlipoid. Fiir diese 
nekrotischen Teile der Tumoren kiénnte die Auffassung Bloors 
zu Recht bestehen. 

Aus der Gesamtheit unserer Versuche ergibt sich, daB bei 
Wachstumshemmung des Jensensarkoms die Cholesterinester an- 
steigen. Ob diese direkt eintransportiert oder im Gewebe aus 
ihren Komponenten aufgebaut werden, kénnen wir zur Zeit nicht 
entscheiden. 

Methodik. Zur Bestimmung des freien und gebundenen Chole- 
sterins haben wir die in der I. Mitteilung beschriebene colori- 
metrische Methode —, zur oxydimetrischen Bestimmung der Phos- 


= 

















Ges. Fetts.! 
in mg °/, 


Neutral- 


» 





fettsiiuren 








— 








oe 


— 





mo ore 
= 


no hoe 
Ee > 














Uber den Lipoidgehalt bésartiger Geschwiilste. II. 993 


phorlipoide sowie der Fettsiiuren die von S. Katsura’) angegebene 
Verbesserung der Bloorschen Methode benutzt. Allerdings konnten 
wir auch mit dieser Methode keine vollstindige Verbrennung er- 
zielen, so da8 wir stets eine Kontrolle, Fettsiure bzw. Cholesterin, 
mitverbrannten und den Oxydationsgrad feststellten. Er betrug 
96—98°/, der Theorie und wurde bei der Berechnung der Werte 
beriicksichtigt. Die Bestimmung der Neutralisationszahl erfolgte 
in der tiblichen Weise mit alkoholischer n/10-KOH, die Bestimmung 
der Jodzahl nach Rosenmund und Kuhnhenn’) mit n/10-Lésungen 
und Mikrobiirette. Als Testsubstanz wurde Cholesterin und Chole- 
sterinoleat benutzt. 

Da die Berechnung der Fettsiuremenge aus dem Verbrauch 
an Kaliumbichromat die Kenntnis des Verbrauchs an n/10-K,Cr,O, 
pro mg Substanz (F) erfordert und dieser mit dem Molekular- 
gewicht und der Zahl der Doppelbindungen variiert, haben wir 
aus dem Zusammenhang von Molekulargewicht, Jodzahl und 
Neutralisationszahl eine Beziehung abgeleitet, die diesem Umstand 
Rechnung trigt. Bezeichnet man in gleichen Mengen Lisung den 
Verbrauch: 


an n/10-K,Cr,0O, mit a (eventl. nach Abzug des Cholesterins) 


» 0/10-KOH 7 
” n/10-J3 » (© ” ” ” ” ” 
und mit f den Verbrennungsgrad, so ist 
4,281 a 





F= a+ 0568ef —17,102bf °™ 2/10-K,Cr,0,/mg, 
daraus ergibt sich sofort: Gewicht g in mg = a/F f 
Neutralisationszahl = 5610,8 b/g A= ¢/2b 
Jodzahl = 1270 e/g. 

Der EinfluB der Ungesiattigtheit auf den Verbrennungsfaktor 
ist minimal und kann meist vernachlissigt werden. 

Das fein zerschnittene Gewebe wurde mit etwa der 20fachen 
Menge siedendem Alkohol fixiert, bis zur Erschépfung im Soxhlet 
mit Alkohol extrahiert und dann heif filtriert. Zur Bestimmung 
der Phosphorlipoide wurde unter N, fast zur Trockne eingedampft 
in Petrolither (Siedep. 30—50°) aufgenommen, zentrifugiert, mit 
Aceton + MgCl, gefallt, erneut in feuchtem Ather aufgenommen, 
mit Aceton gefallt und in Petrolither zu einem bestimmten Vo- 
lumen gelist. Die Verseifung erfolgte mit alkoholischer NaOH 
unter N.. 


1) Biochem. Z. 234, 462 (1931). 
*) Z. Unters. Nahrgsmitt. usw. 46, 154 (1923). 























Beitrage zur Kenntnis der Giftstoffe der Amanitaarten. 


Von 
Hans A. Raab und Jany Renz. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Marz 1933.) 


Die sich stark widersprechenden Angaben iiber die Giftigkeit 
der verschiedenen Amanitaarten veranlaBten uns, die Verhiltnisse 
méglichst quantitativ zu untersuchen. Da der eine von uns 
(Raab) an der Fortsetzung der Arbeit verhindert ist, sollen die 
bis jetzt erhaltenen Ergebnisse mitgeteilt werden. 

Der grine Knollenblitterpilz (Amanita phalloides) enthilt 
nach Kobert und W. W. Ford ein hitzebestandiges Toxin und 
ein thermolabiles Himolysin. Ford machte auch Angaben iiber 
den Toxin- und Hamolysingehalt anderer Amaniten. Diese sind 
mit Ergebnissen anderer Forscher in einer Tabelle einer friiheren 
Arbeit *) tiber den hitzebestindigen Guiftstoff zusammengestellt. 
Dort findet sich auch eine Literaturiibersicht, auf die verwiesen 
werden mu8.?) 


Hamolysin (Raab). 


Die Himolysinbestimmungen wurden nach Kofler*) aus- 
gefiihrt und zwar wurde der frische PreBsaft*) von tadellos er- 
haltenen Pilzen, wenn nétig mit isotonischer Kochsalzlésung ver- 
diinnt, verwendet. Die Blutkérperchen stammten von Rinder- 
oder Meerschweinchenblut und wurden vor Verwendung nicht ge- 
waschen. Die folgende Tabelle gibt die Resultate fiir die bis 
jetzt untersuchten Amaniten an. 





1) H. A. Raab, Diese Z. 207, 159 (1932). 

*) Eine umfangreiche Literaturzusammenstellung findet man auch bei 
A.Sartory et L.Maire, Compendium hymenomycetum: Amanita, Paris 1922. 

®) Kofler, Saponine, 8. 148. 

*) Der PreBsaft ist isotonisch und ruft keine Plasmolyse hervor. 
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Tabelle 1. 
Himolytischer Index 
1 
Nr. Art mit Synonyma Standort nach Kofler’) 
Rinderblut | Meersehw.- 
blut 
i Amanita rubescens Pers., Fr.| Oberbayern 500-—1000 ~~ 
Amanita pustulata Schff. 2 Standorte 
Amanita excelsa Fr. , = 
2 \| Amanita ampla Pers. Oberbayern _ 
3 | Amanita porphyrea Fr. wie Nr. 1 < 100 — 
Amanita spissa Fr. 
Amanita strobiliformis G. : fe 
7 et Rab. wie Nr. 1 < 100 
Amanita ampla Gill. 
Oberbayern 
5 Amanita phalloides Fr. 2 Standorte, keine 1000 
Amanita virescens Vaill. Hunsriick, Taunus,} Haimolyse 
Hessen-Darmstadt 
Amanita mappa Batsch. Sita 
of oe — typica Roq. wie Nr. 5 Hamolyse 400 
7 jj Amanita citrina, alba Roq.| Niederbayern, keine oa 
et Pers. Taunus Himolyse 
8 Amanita verna Pers., Gill., ie Nr. 1 keine Ass 
Amanita virosa Fr. ” : Himolyse 
‘ , , keine 
9 Amanita muscaria L., Pers. wie Nr. 1 Himolyse — 


Hs zeigte sich also tiberraschenderweise, daf Amanita phallo- 
ides im Vergleich zu den anderen Arten nur wenig Himolysin 
enthalt. Kobert gab seiner letzten Meinung dahin Ausdruck, 
daB der Hamolysingehalt nach Erntejahren und Standort stark 
schwanke. Was den Standort betrifft, so haben wir Pilze aus 
den verschiedensten Gegenden Deutschlands, wie die Tabelle zeigt 
mit demselben Ergebnis untersucht. Auch bei Amanita mappa, 
die nach Radais und Sartory besonders viel Hamolysin ent- 
halten soll, haben wir bei Verwendung von Rinderblut niemals 
die geringste himolytische Wirksamkeit feststellen kénnen. Die 
gréBere Empfindlichkeit von Meerschweinchenblutkérperchen gegen 
Hamolysine ist bekannt. 


1) Auf Trockengehalt des PreBsaftes berechnet (PreBsaft etwa 2°/,ig 
bei allen untersuchten Arten). 
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Das nach Ford in Amanita phalloides und Amanita citrina 
vorkommende Himolysin soll bei halbstiindigem Erhitzen auf 
65°, wie auch durch Kinwirkung von 0,3°/,iger Salzsiure bei 
37,5° in 2 Stunden zerstért werden. Wie oben schon festgestellt, 
enthielten unsere untersuchten Phalloides- und Mappaexemplare 
kein mit Rinderblut nachweisbares Himolysin. Aber auch das 
Himolysin aus Amanita excelsa schien bei den ersten Versuchen 
dieselben Eigenschaften zu haben. Kurzes Erwiirmen des Pref- 
saftes (5 Minuten) auf 100° zerstérte die himolytische Wirksam- 
keit. Wider Erwarten verlief der gleiche Versuch mit dem PreB- 
saft von Amanita rubescens aber negativ; der Saft hatte auch 
nach dem Aufkochen seine volle himolytische Kraft behalten. 

Nun scheidet sich aber im Falle Amanita excelsa beim Er- 
hitzen koaguliertes KiweiB ab, wihrend der PreBsaft von Amanita 
rubescens beim Aufkochen klar bleibt. Der Verdacht, daB das 
Himolysin von Amanita excelsa beim Erhitzen von dem aus- 
fallenden Eiwei8 adsorbiert und niedergerissen und nicht durch 
die héhere Temperatur vernichtet wird, lag nahe. Ein ent- 
sprechender Versuch bestitigte die Vermutung. Beim Vermischen 
gleicher Teile der PreBsifte von Amanita rubescens und Ama- 
nita excelsa, nachherigem Aufkochen und Abfiltrieren vom nieder- 
geschlagenen EiweiB war das [iltrat himolytisch vollkommen 
unwirksam. Das Himolysin aus Amanita rubescens war also 
auch von dem aus Amanita excelsa stammenden Kiweib-koagulat 


adsorbiert worden: 
Tabelle 2. 











PreBsaft von 








Amanita rubescens Himolyse Himolyse 
Amanita excelsa Himolyse keine Hiimolyse 
Amanita rub. + Amanita exc. Himolyse keine Himolyse 








Die Empfindlichkeit gegen Salzsiure lieB sich bestiatigen, 
Die Versuche (mit Amanita excelsa und Amanita rubescens) wurden 
so ausgefiihrt, daB zu je 1ccm des PreBsaftes 1 ccm 0,224 n-Salz- 
siure gegeben wurde. In einem parallelen Kontrollversuch wurde 
die gleiche Menge im Augenblick des Zugebens durch eine vorher 
bestimmte Menge Sodalésung neutralisiert, in den Hauptversuchen 
erst nach 1 Stunde. Die Konzentration der Sodalésung war so 
gewihlt, daB die Lisung am Ende des Versuchs isotonisch war. 

Die Daten fiir 2 Amanita rubescens-Versuche folgen. 
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Tabelle 3. 
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Zu Beginn des Versuchs 


Nach 1 Stunde 








—_—— 
= 


Nr. 1 


Nr. 2 


Kontrolle 


Das Himolysin -spielt bei Vergiftungen mit Amaniten sicher 
keine Rolle, da es im Magen zerstért wird. Amanita rubescens, 
die ja von allen bis jetzt untersuchten Arten am meisten Himo- 
lysin enthialt, ist ja auch ein beliebter Speisepilz und andererseits 
konnten wir ja in den wirklich giftigen Arten (Amanita phalloides, 
Amanita verna und wohl die noch nicht untersuchte Amanita 
virosa) nur mit dem empfindlichen Meerschweinchenblut Hiimolysin 
nachweisen. 

Bei subcutaner Verabreichung ist aber auch der Prefsaft 
von Amanita rubescens giftig. Ein Meerschweinchen von 290 g 
Gewicht erhielt 0,6 com des PreBsaftes subcutan injiziert und 
ging am dritten Tag mit den Anzeichen einer Himolysinvergif- 
tung ein. 

DaB eBbare Pilze (Am. rubescens, Am. caesareus und Ag. 
campestris) eine fiir Warmbliiter bei subcutaner Injektion giftige 
Substanz enthielten die bei peroraler Verabreichung unwirksam 
sei, behauptete schon Dupetit. Kobert hat sein ,,Phallin* aber 
in vielen eBbaren und giftigen Pilzen gesucht und hat es nur in 
Amanita phalloides und Amanita citrina finden koénnen. 
untersuchten von den eBbaren Bliatterpilzen auBer den angegebenen 
Amaniten Psalliota campestris, Psalliota arvensis, Lepiota procera 
und yon den Réhrenpilzen Boletus edulis und konnten in keinem 
Fall eine gegen Rinderblut himolytisch wirksame Substanz 
nachweisen.: 


1ecm PreBsaft 
+ 1cem 0,224 n-HCl 








+ 0,25cem 0,896 n-Na,CO, 


Toxin (Renz). 


Die zur Priifung kommenden Extrakte wurden wie folgt 
hergestellt: Eine abgewogene Menge frischer Pilz wurde mit der 
10 fachen Menge 50°/, igem Methanol in einer Reibschale 2—3 mal 
griindlich verrieben. Die erhaltenen gelblichen Lisungen wurden 
vereinigt im Vakuum bei 30° zur Trockne gebracht und zur Ent- 
fernung von Fetten mit Wasser und peroxydfreiem Ather auf- 


+ 0,25 cem 0,896 n-Na,CO, 


wie Nr. 1 


Hiimolyse 
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genommen. 


Hans A. Raab und Jany Renz, Giftstoffe der Amanitaarten. 


Die wiBrige Schicht wurde eingedampft und der 
Riickstand, der eine hellbraune Masse darstellt, direkt zur Toxin- 
bestimmung verwendet, die nach der friiher beschriebenen Methode 
al durchgefiihrt wurde. Die erhaltenen Werte waren bei Verwendung 
ae von immer frischem Tiermaterial zuverlissig und reproduzierbar. 

















Tabelle 4. 
| Art Tédliche Dosis 
(Standorte und Synonyma | mg frischer Pilz 
wie in Tab. 1) kg Meerschw. 
Amanita verna Pers. 250 
Bei 250 mg/kg. Meerschw. vor- 
iibergehende Gewichtsabnahme 
Amanita phalloides Fr. 350 bis zu 30°/, 


Amanita mappa Batsch. 


Amanita citrina, alba 
Rog. et. Pers. 


Amanita rubescens Fr. 
es Amanita excelsa Fr. 
Amanita porphyrea Fr. 
Amanita spissa Fr. 








Die Werte stimmen mit den 
friiher mitgeteilten gut tiberein 


2000 mg/kg Meerschw. 
kommen wirkungslos 
5000 mg/kg schnell voriibergeh. 
Gewichtsabnahme (15°/,) 


5000 mg/kg stirkere Gewichts- 
abnahme wie b. Amanita mappa 


voll- 


Bei Dosen bis zu 5000 mg/kg 
keine Gewichtsabnahme 


Das Entgegenkommen von Herrn Geheimrat Wieland, dem wir auch 
hier danken wollen, hat uns die Ausfiihrung der Untersuchung erméglicht. 
Fiir Uberlassung und Bestimmung von Pilzmaterial sind wir Herrn Prof. 
H. Schnegg, Weihenstephan und der Gesellschaft fiir Pilzkunde, Minchen, 
zu Dank verpflichtet. 
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Warmetiénungskonstante der Hefesaccharase 
in unterkihlten Liésungen. 


Von 
Z. I. Kertesz. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der New York State Agricultural Experiment Station, Geneva, N.Y.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Marz 1933.) 


Es wurde von mehreren Beobachtern festgestellt, daB die 
Arrheniussche Konstante A*) der Rohrzuckerinversion durch 
Hefesaccharase mit abnehmender Temperatur steigt. Das Ver- 
hiltnis zwischen A und Temperatur wurde von Euler und 
Laurin!) als geradlinig angenommen und durch die folgende 
Interpolationsformel ausgedriickt: 

A = 11400 (1—0,009 2). 


Diese Formel gab Zahlenwerte, die gut mit den Ergebnissen, 
welche aus den alteren Arbeiten von Kjeldahl,und O’Sullivan und 
Thompson berechnet wurden, iibereinstimmten. Auch Vosburgh’) 
hat eine Formel fiir die Berechnung von A aufgestellt: 


2A = 12300—117%. 


2A in dieser Gleichung ist identisch mit 4 der Arrheniusschen 
Formel. Die Zahlenwerte nach dieser Gleichung berechnet sind 
etwas héher als die nach der Euler und Laurinschen Formel 
berechneten Werte. Eine eingehende Besprechung der Literatur 
dieser Frage ist in Nelson und Bloomfields Mitteilung*) zu 
finden. 

Es wurde schon von Euler und Laurin festgestellt, dab 
die Unabhiingigkeit der Arrheniusschen Konstante A von der 





A(T, — 7) 
*)Ikg=k,e ®°7°% ; die meistens benutzte Hilfsformel die auch hier 
oe (4) 2,-7.2 


0,4842 (T, — T,) 
konstanten bei den absoluten Temperaturen 7, und 7, sind. 


benutzt wurde, ist A = worin k, und k, die Reaktions- 
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Temperatur keineswegs eine theoretische Forderung ist. A soll 
nach Arrhenius die Wirmetinung der Reaktion sein und es liegt 
keine Veranlassung zur Annahme vor, daB diese von der Tem- 
peratur unabhingig sei. Die vorgeschlagenen Interpolationsformeln 
wurden graphisch von ziemlich zerstreuten Punkten abgeleitet, 
und wurden nur fiir Temperaturen von alltéglichem Gebrauch 
vorgeschlagen, bei denen noch keine wesentliche Hitzeschidigung 
der Enzyme zustande kommt. 

In einer Studie iiber die Kinetik der Enzyme in gefrorenen 
Reaktionsmischungen wurde die interessante Tatsache beobachtet, 
da8 Rohrzuckerliésungen von einem Gefrierpunkt von ungefahr 
0,5° C tagelang ohne Eisbildung stark unterkihlt (bis — 9° C) 
gehalten werden kénnen. Diese Méglichkeit gab Anregung, durch 
einige Versuche eine Hinsicht in die Kinetik der Hefesaccharase 
bei Temperaturen unter 0° C zu gewinnen. 

In diesen Versuchen wurde eine fliissige kommerzielle Hefe- 
saccharase (,,Difco, fiir Analyse“) verwendet. Die Reaktionsmischung 
bestand aus 

5 com 15°/,iger Rohrzuckerlésung 
2 ccm Acetatpufier (p, = 4,50) 

3 ccm Wasser 

1 com Enzymlésung (1 : 50) 


Alle Versuche wurden bei p,, 4,5 (gemessen bei 26°C) durch- 
gefiihrt. Die monomolekularen Reaktionskonstanten wurden in 
den geklirten Fliissigkeiten mittels Polarimeters bestimmt und 
mit Briggschen Logarithmen berechnet. Die Werte fir k in 
Tab. 1 fiir Temperaturen iiber 8,2°C sind Mittelwerte aus 
wenigstens drei Bestimmungen; fiir die Werte von 8,2°C und 
darunter wurden sechs Bestimmungen verwendet. Es wurde eine 
Anzahl yon Versuchen angestellt, die alle aihnliche Ergebnisse 
lieferten. Die in einer typischen Versuchsreihe erhaltenen Re- 
sultate sind in Tab. 1 und Fig. 1 dargestellt. 


Tabelle 1. 


Reaktionskonstante (4) der Rohrzuckerinversion durch Hefesaccharase bei 
verschiedenen Temperaturen. 

Temperatur in °C 36,8 30,0 20,2 15,1 82 50 0,0 —4,0 —6,8 

k+10® (Mittelwerte) 578,3 482,1 253,0 186,5 108,4 81,8 55,9 41,7 38,5 


Die Werte fiir k von 35° bis —7,5° wurden graphisch 
korrigiert bzw. interpoliert, und von diesen die Temperatur- 
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Wiirmeténungskonstante der Hefesaccharase in unterkiihlten Lésungen. 


koeffizienten und Temperaturkonstanten berechnet. Diese sind 


in Tab. 2 und Fig. 1 gegeben. 


Tabelle 2. 


Reaktionskonstante (k), Temperaturkoeffizient (Q) 
und Wirmeténungskonstante (A) der Hefesaccharase. 

































































Temperatur- |Mittel- | A 
. a ay “ae 5 eee ee eee 
_ tempe- mar 8G" & 280 gal +5 | Berechnet nach 
a NO | ke Gefunden| Euler u.| Tha. 
von | bis | in ° | (Interpoliert) | Laurin| burgh 
30 | 85 | 32,5 [520 | 433 | 1,20 6800 | 8100 | 8500 
25 30 27,5 | 433 342 1,26 8 500 8600 ; 9100 
20 25 22,5 | 342 253 1,35 10500 | 9100 9 700 
15 20 17,5 | 253 186 1,36 11500 ,; 9600 10 300 
10 15 12,5 | 186 127 1,46 12400 | 10100 10 900 
7,5 | 10 8,45 | 127 104 1.51 12700 | 10500 11 300 
50 | 7,5] 625/104 | 84 | Jey 13300 | 10800 | 11600 
25 | 5,0] 3,75] 84 | 67,5] 3's. 13400 | 11000 | 11900 
0,0 | +2,5 |+1,25] 67,5/ 542] j%75 | 13200 | 11300 | 12200 
-2,5 | 0,0 |-1,25] 54,2] 45,4] 7°33 10500 | — aa 
—5,0 | -2,5 |-3,75] 45,4] 40,8] 3714 6 300 _ _ 
—7,5 | —5,0 |-6,25| 40,8] 398] ~ 1400 | — — 
Ax 05 \gro73 
600}. 
500 470 
4 
470r 4 
SQ - 4 
15 
£0 : 
100 - 
0 “ae ” rr ’ oe ‘ rr er 


Rrycerater 
Reaktionskonstante (k) und Warmeténungskonstante (A) der Rohrzuckerinversion 
durch Hefesaccharase. 


Die Temperaturkoeffizienten wurden fiir je 5° Differenzen 
berechnet, um die um 0° stattfindenden Verinderungen gut aus- 
driicken zu kénnen. Im allgemeinen fielen diese Werte ziemlich 
hoch aus und stiegen weiter bis 0°. Von dort konnte eine starke 
Abnahme dieser Koeffizienten festgestellt werden, die sich dem 
Werte 1 nihern. 
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Die Wirmetinungskonstanten A wurden fiir den Temperatur- 
bereich 0°—15° héher gefunden, als diese Werte liegen, wenn 
sie aus den friiher angegebenen Interpolationsformeln berechnet 
wurden. Doby*) hat neulich gezeigt, daB die Ernihrungsweise 
der Mikroorganismen die Konstante A der gebildeten Enzyme 
beeinfiuBt. Die gefundenen Verschiedenheiten kénnen vielleicht 
auf die unterschiedliche Ernihrung der als Ausgangsmaterial 
benutzten Hefe zuriickgefiihrt werden. Die Werte von A ver- 
minderten sich unter 0° schnell, was eine selbstverstindliche 
Folgerung der abnehmenden Temperaturkoeffizienten ist. 

Obzwar die Tatsache, da die Geschwindigkeit der Rohr- 
zuckerinversion mit abnehmender Temperatur sich vermindert, 
bekannt war, ist der Befund, da’ die Werte von k unter 0° 
scheinbar sich einer konstanten Geschwindigkeit nihern, beachtens- 
wert. Die Ausflachung der k-Kurve unter 0° ist in unerwarteter 
Weise rasch. 

Da die Geschwindigkeit der Rohrzuckerhydrolyse durch 
Colin und Chaudun') der Viscositaét umgekehrt proportional 
gefunden wurde, kann der EinfluB der Temperatur teilweise auf 
diese Tatsache zuriickgefiihrt werden. Diese Proportionalitit 
diirfte im Bereich von 0° nicht gelten, weil bei dieser Temperatur, 
trotz schnell fallender Viscositiit, die Abnahme der Reaktions- 
geschwindigkeit sich stark verlangsamt. 


Zusammenfassung. 


Es wurde festgestellt, daf die Geschwindigkeit der Rohr- 
zuckerinversion durch Hefesaccharase mit abnehmender Temperatur 
unter 0° C nur langsam abnimmt, was graphisch durch die Aus- 
flachung der k-Kurve dargestellt werden kann. Dem entsprechend 
nihern sich die berechneten Temperaturkoeffizienten dem Werte 1. 
Die Arrheniussche Warmetinungskonstante A fallt unter 0° rasch, 
und ist bei 0° ungefahr 11800, bei — 3,75° 6300 und bei — 6,25° 
nur 1400. Dieser Abfall der Konstante A unter 0° ist ein bis- 
her noch nicht beobachtetes Phinomen. 


Literatur. 


1. Euler u. Laurin, Diese Z. 110, 55 (1920). 

. Vosburgh, zitiert nach Nelson u. Bloomfield. 

3. Nelson u. Bloomfield, J. Amer. Chem. Soc. 46, 1025 (1924). 
4. Doby, Diese Z. 218, 71 (1932). 

5. Colin u. Chaudun, Bull. Soc. Chim. biol. 4, 273 (1922). 
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Die Konstitution des Vitamins C. 
IV. Mitteilung.’) 
Von 
Fritz Micheel und Kurt Kraft. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgemeinen chemischen Universitats-Laboratorium in Gdéttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Marz 1933.) 








In der III. Mitteilung wurde fiir das Vitamin C (Ascorbin- 
siiure) die Formel einer 2-Oxo-3-oxy-4-oxymethyl-tetrahydro-furan- 
1-carbonsiure (I) bewiesen. Die konfigurative Zuordnung der bei 
der Ozonspaltung erhaltenen Trioxy-buttersiure konnte damals 
noch nicht véllig sichergestellt werden. Wir berichten jetzt dariiber. 

Die Verseifung des Ozonisierungsproduktes des Di-nitro-ben- 
zoyl-dimethyl-vitamins wurde in 50°/,iger Essigsiure, der konz. 
Salzsiiure zugesetzt war, durchgefiihrt. Die Nitrobenzoesiure 
konnte nach dem Einengen durch Ausithern entfernt und dann 
die Oxalsiure mit Calciumacetat villig abgetrennt werden. Nach 
EKindampfen der wiBrigen Lésung erhailt man das Gemisch der 
Trioxy-buttersiure mit ihrem Lacton, das ungefahr + 17° dreht. 
Ks kénnen also nur |-Threonsiure oder l-Erythronsiure vorliegen. 
Wir haben das Rohprodukt unmittelbar in das Phenylhydrazid 
iibergefiihrt. Dies zeigte einen Schmelzpunkt von 158° und einen 
Drehwert von + 30° in Wasser, muBte also das Phenylhydrazid 
der 1-Threonsiure sein. Damit stimmten die Analysen iiberein. 
Kine krystallographische Untersuchung und ein Vergleich mit 
d-Threonsiure-phenyl-hydrazid (aus d-Xylose bereitet), die von 
Herrn Dr. Ernst im Mineralogischen Institut der Universitit 
Gottingen durchgefiihrt wurden, bestitigten dies (siehe experi- 





1) I. Mitteil. Naturw. 21, 63 (1933); IL. Mitteil. Nature 131, 274 (1933); 
III. Mitteil. Diese Z. 215, 215 (1933). — Es sei auf zwei Druckfehler 
in der III. Mitteilung aufmerksam gemacht: 8S. 217, Zeile 10 von oben 
mu8 die Formel lauten C,H,0,(OCH,), und S8. 218, Zeile 17 von unten 
C,H,0,(OCH,),(OCOC,H,NO,), (IV). In der II. Mitteilung, 8. 275, Zeile 1 
von oben lautet die Formel C,H,0O,(OCH,),(OCOC,H,NO,), (IV). 
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menteller Teil). Damit ist die Formel des Vitamins C auch in 
konfigurativer Hinsicht sichergestellt (La). 

Ein weiteres Argument fiir die Bildung einer Trioxy-butter- 
siure bei der Verseifung des Ozonisierungsproduktes ergab sich 
bei der partiellen Hydrolyse des letzteren. Sie fiihrte zu einem 
Dinitrobenzoyl-l-threonsiure-methylester. 

Inzwischen gelang es auch, das Dimethyl-vitamin in schénen 
Krystallen zu erhalten (Schmelzp. 63°), so daB jetzt alle Zwischen- 
stufen, die bei der Konstitutionsermittlung durchschritten werden, 
tiber krystallisierte Derivate laufen. 

Von diesem reinen Dimethyl-vitamin wurde die Ultraviolett- 
absorption’) in absolutem Alkohol bestimmt und mit der des 
Vitamins selbst (in zwei Konzentrationen) verglichen. (Fig. 1). 
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©—O—G®— Vitamin 0,409 mg in 2 ccm (abs. Alkohol) 
A-LA-A— os 0,190 mg in 2 ccm (abs. Alkohol) 


x—xX—x— Dimethyl-vitamin 0,407 mg in 2 ccm (abs. Alkohol). 


Die Absorption des Vitamins ist von der Konzentration abhingig; 
sie entspricht nicht dem Beerschen Gesetz. Der sehr uhnliche 
Verlauf der Kurven des Vitamins und seines Dimethyl-derivates 
berechtigt zu dem SchluB, da8 das Vitamin in alkoholischer Lésung 
weitgehend in der Enolform vorliegt. 


H HO OH 


HOC;——_C=0 H,C C———COH R—C=0O 
i. [fH ae 
H,C—C, C—COOH C C—COOH R’ C—C<oy 
HO H\_/H ig acs a 
O O O 
I la II 


1) Ausgefiihrt durch Herrn cand. chem. Pallutz. 
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| a; ae HOC——— COH 
| | ~—--- | 
OS c—C c—ce? ge ae) c_c<? 
C,H,O> HN a <00,H, C,H,O> — <0c,H, 
0 
III 


Fir die auffillige Reduktionswirkung der Ascorbinsiure 
gegeniiber saurer Jod- oder Silbernitratlésung ist die Atom- 
gruppierung (II) verantwortlich zu machen. Auf der Suche nach 
Stoffen mit ihnlichem Aufbau haben wir zunichst den £,/’-Di- 
keto-tetrahydro-furan - «, «’-dicarbonsiiure-iathylester (III)') dar- 
gestellt. Mindestens eine seiner Ketogruppen muB enolisiert sein, 
weil er farblos ist und mit Eisenchlorid eine intensive Firbung 
gibt. Der in Tetrachlor-kohlenstoff geliste Ester verbraucht je- 
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Fig. 2. 
1: 0,205 mg in 2 ccm (abs. Alkohol) 2: 0,414 mg in 2 ccm (abs. Alkohol) 


doch waBrige Jodlésung beim Schiitteln nicht. Verseift man aber 
mit Alkali und macht die Sdure frei, so wird zugesetzte Silber- 
nitratlésung sofort kraftig reduziert. ZweckmiBiger verwendet man 
das Natriumsalz in essigsaurer Lisung, da die freie Siure Kohlen- 
dioxyd abspaltet. Eine Titration mit Jod war bisher nicht méglich, 
weil sich bei der Verseifung als Nebenprodukt ein intensiv roter 
Farbstoff bildet, dessen Entfernung nicht gelang. Die Veresterung 
der Carboxylgruppe ist also in diesem Falle von Einflu$ auf das 
Reduktionsvermégen gegeniiber Silbernitratlésung. Die Versuche 
iiber die Wirkung des Esters und des Natriumsalzes im Tier- 


1) Johnson u. Johns, Am. Chem. J. 36, 290 (1906). 
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versuch sind noch nicht abgeschlossen. Ebenso ist das Verhalten 
des Ascorbinsiuremethylesters gegeniiber Silbernitrat- und Jod- 
lésung noch nicht untersucht. Wir werden demniichst dariiber 
berichten. Die Ultraviolettabsorption des Diketo-tetrahydro-furan- 
dicarbonsiureesters zeigt, wie die Ascorbinsiure, starke Abweichung 
vom Beerschen Gesetz. Auch hier nimmt die GréBe des molaren 
Absorptionskoeffizienten mit zunehmender Verdiinnung betrichtlich 


zu (Fig. 2). 

Wir danken der Notgemeinschaft der Deutschen Wissen- 
schaft und der Firma E. Merck fir ihre Unterstiitzung, ebenso 
der Justus-Liebig-Gesellschaft fiir die Gewihrung eines 
Stipendiums an den einen von uns (K,). 


Anmerkung bei der Korrektur: In 2 kurzen Mitteilungen lehnt 
E. L. Hirst (Chem. a. Ind. 52, 221 (1933); Nature 181, 402 (1933)] die 
obige Formel fiir Vitamin C ab, weil sie den krystallographischen Anforde- 
rungen nicht geniige und schliigt Formel ([V) bzw. ihre Tautomeren vor. 
H,COH-CH(OH)-CH.-COH=COH-C=0O (IV). Die krystallographischen Be- 

| 0 
denken mégen hier nicht erdrtert werden. Formel (IV) vermag jedoch eine 
Reihe chemischer Befunde nicht zu erkliren. Sie unterscheidet sich auBer- 
dem von dem Lacton der 2-Keto-gluconsiure nur durch die Stellung der 
OH-Gruppe am C,. Diese Epimerie kann wohl nicht fiir das grundsitzlich 
verschiedene Verhalten beider Stoffe verantwortlich gemacht werden. 
Micheel. 





Versuche. 


Methyl-ascorbinsdéure-methylester. Die Methylierung des Vitamins 
(Ascorbinsiure) mit Diazomethan wird, wie in der III. Mitteilung 
beschrieben, ausgefiihrt. Das Dimethyl-vitamin zeigt nach wieder- 
holtem Umkrystallisieren aus Ather einen Schmelzpunkt von 63°. 
Es ist im Hochvakuum (10° mm) bei einer Badtemperatur von 
150°—170° destillierbar. 

4,282 mg Subst.: 7,420 mg CO,, 2,230 mg H,O. — 4,419 mg Subst.: 
10,290 mg AgJ (Zeisel). 

C,H,,0, (204,1) Ber. C 47,06 H 5,88 OCH, 30,40 
Gef. ,, 47,23 ,, 5,83 9 . 00,60. 
[a]2° = + (100 x 0,38%:(1 x 1,00) = + 38° (Alkohol). 

Verseifung des Ozonisierungsproduktes. 750 mg Ozonisierungs- 
produkt werden mit 45 ccm 50°/,iger Essigsiure und 5 ccm konz. 
Salzsiiure 8 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Die 
aus der Reaktionslésung abgeschiedenen Krystalle von Nitrobenzoe- 
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siure (Schmelzp. 237°) werden abgesaugt, das Filtrat im Vakuum 
eingedampft, wiederholt mit Wasser aufgenommen und wieder im 
Vakuum eingeengt. Die wifrige Lisung wird mehrmals aus- 
geithert, dann mit Calciumacetat die Oxalsiiure genau ausgefillt 
und die jetzt nur noch 1-Threonsiiure enthaltende Liésung im 
Vakuum abgedampft. Der zuriickbleibende farblose Sirup (Gemisch 
yon Saure und Lacton) zeigt positive Drehung. 


a]29 = + 17,2° (¢ = 0,76, Wasser). 
D ? b ? 


Phenylhydrazid der 1-Threonsiure. 180 mg des Gemisches aus 
Lacton und Siure werden in 2 ccm Wasser gelést und mit 0,2 ccm 
Phenylhydrazin und 0,2 ccm 50°/,iger Essigsiure eine Stunde auf 
dem siedenden Wasserbad erhitzt. Dann wird die Reaktionslésung 
im Vakuum abgedampft und der Riickstand aus heifem Essigester 
umkrystallisiert. Glinzende Blattchen, die nach zweimaligem Um- 
krystallisieren den Schmelzp. 157°—158° zeigen. Zur Analyse wurde 
bei 50° im Vakuum konstant getrocknet. 

3,563 mg Subst.: 6,880 mg CO,, 2,090 mg H,O. — 3,212 mg Subst.: 
0,345 cem N, (21°, 760 mm). 

C.oH,,O.Ne (226) Ber. C 53,10 H6,20 N 12,38 
Gef. ,, 52,68 » 6,56 5, 12,47. 
Mikrodrehung: [«]2° = + 30° (2,616 mg Subst. in 0,250 eem H,O, 1 dm-Rohr). 


Dinitrobenzoyl-l-Threonsdure-methylester. Nachdem die Kisessig- 
lésung der Ozonisierung’) des Di-p-nitrobenzoyl-dimethyl-vitamins im 
Vakuum abgedampft war, wurde der krystalline Riickstand aus ab- 
solutem Athylalkohol umkrystallisiert. Dabei wurde zu 65°/, das 
bereits beschriebene') Ozonisierungsprodukt C,H,O,(OCH,),(C,H, 
-NO,-COO), (Schmelzp. 162°) erhalten. Die alkoholischen Mutter- 
laugen wurden im Vakuum eingedampft und der Riickstand aus 
wenig Alkohol umkrystallisiert. Feine Nidelchen vom Schmelz- 
punkt 137°. 

Zur Analyse wurde bei 60° im Vakuum konstant getrocknet. 

4,561 mg Subst.: 8,440 mg CO,, 1,420mg H,O. — 4,506 mg Subst.: 
0,248 cem N,. — 9,235 mg Subst.: 5,210 mg AgJ. 

CyoH,,0.2.N, (448) Ber. C 50,89 H 3,57 N 6,25 OCH, 6,92 
Gef. ,, 50,96 ,, 3,48 ,, 6,32 » 1,45 

Krystallographische Untersuchung. Das d-'l’hreonsiiure-phenyl- 
hydrazid wurde auf folgendem Wege erhalten: d-Xylose wurde 
elektrolytisch zu d-Xylonsiiure oxydiert, diese nach Ruff zu 





) III. Mitteilung, Diese Z. 215, 224 (1933). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, COXVI. 17 
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d-Threose abgebaut und daraus durch elektrolytische Oxydation 
die d-Threonsaure erhalten. [hr Phenylhydrazid wurde mit dem 
der 1-Threonsaure aus dem Vitamin verglichen. Herr Dr. Ernst 
berichtet dariiber Folgendes: 

Es handelt sich bei dem l- wie dem d-Threonsidure-phenyl- 
hydrazid um kleine, rautenférmige Krystallplattchen mit den Kanten- 
winkeln 101,5° bzw. 78,5°, mit unsymmetrischer Ausliéschung, bei 
denen im Gesichtsfeld des Mikroskops, etwa in der Mitte, bei 
konoskopischer Beobachtung die erste, positive Mittellinie sicht- 
bar ist. Die optische Achsenebene liegt so, daB sie etwa den 
_ spitzen Winkel der Krystallplittchen teilt. Ausléschungsrichtung 

8 bildet mit den Krystallkanten Winkel von 50° bzw. 51,5°% Der 
Brechungsquotient 7’ (etwa gleich #) wurde bei Zimmertempe- 
ratur und Natriumlicht zu 1,574 + 0,001 mittels Kinbettungs- 
methode in einem Gemisch von Valvyolinél und Acetylentetrabromid 
ermittelt. 

Nach dem optischen Befund sind die beiden Priparate vollig 
analog. Um Enantiomorphie der Rechts- und Linkskrystalle durch 
goniometrische Vermessung festzustellen, waren gréBere Krystalle 
erforderlich, als sie zur Verfiigung standen. Da optische Aktivitat 
vorliegt, diirfte das d- und 1-Threonsiure-phenylhydrazid nach 
dem obigen Befunde der triklin-pedialen Krystallklasse (C,) 


angehoren. 
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Zur Apatitstruktur 
der anorganischen Knochen- und Zahnsubstanz.’) 


Von 


M. A. Bredig. 
Mit 5 Figuren auf Tafel I. 


(Aus dem Zentrallaboratorium der Bayerischen Stickstoffwerke Berlin-Charlottenburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Marz 1933.) 


Die Knochen- und Zahnsubstanz ist vor kurzem in dieser 
Zeitschrift von R. Klement und G. Trémel?) als in der Haupt- 
sache aus Hydroxylapatit Ca,,(PO,),(OH), bestehend gekennzeichnet 
worden. Bereits friiher hatte R. Klement diese Verbindung als 
den anorganischen Hauptbestandteil der Knochen und Zihne an- 
genommen.*®) In der Arbeit von Klement und Trémel sollte 
dieser Befund vor allem durch Réntgenaufnahmen erweitert und 
gestiitzt werden, nachdem durch mehrere Arbeiten allgemein die 
Kenntnis der Kalk—Phosphorsiureverbindungen unter Zuhilfenahme 
der Réntgenmethoden sehr geférdert worden war.*) Die genannten 
Verfasser kommen jedoch mit Hilfe der Réntgenaufnahmen zu keiner 
neuen Aussage iiber die Struktur der Knochensubstanz, da nach 
ihrer Angabe ,,die Unschirfe der Diagramme die Unterschiede 
zwischen den einzelnen Apatiten (Chlor-, Fluor-, Hydroxyl- und 
Carbonatapatit) nicht hatte hervortreten lassen“, so daf sie sich 





1) Dem Vorstand der Bayerischen Stickstoffwerke AG., insbesondere 
Herrn Geheimrat N. Caro und Herrn Dr. Albert R. Frank, sowie dem 
Leiter des Centrallaboratoriums, Herrn Prof. Dr. H. H. Franck, sage ich fiir 
die Gelegenheit zu wissenschaftlicher Arbeit im Centrallaboratorium auch 
an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank. 

*) Diese Z. 213, 268 (1932). Fiir die Einsicht in das Manuskript bin 
ich den Verff. zu bestem Dank verpflichtet. 

5) Diese Z. 184, 132 (1929). 

4) §. B. Hendricks, W. A. Hill, K. D.Jakobs, M. E. Jefferson, 
Ind. Chem. 23, 1412 (1931); G. Trémel, Z. physik. Chem. A. 158, 422 
(1932); M. A. Bredig, H. H. Franck u. H. Fiildner, Z. Elektrochem. 38, 
158 (19382); G.Trémel u. H.Méller, Z. anorg. Chem. 206, 227 (1932): 
F.Kérber u. G. Trémel, Z. Elektrochem. 38, 578 (1932); A. Schleede, 
H. Schmidt u. H. Kindt, Z. Elektrochem. 38, 633 (1932). 
$y" 
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beziiglich des réntgenographischen Ergebnisses auf die auch von 
anderer Seite!) gemachte Feststellung ,, Apatitstruktur“ beschriinken 
und ebenso wie bereits R. Klement (a. a. O.) zur genaueren Diffe- 
renzierung und Kennzeichnung der Knochensubstanz als Hydroxyl- 
apatit nur die chemische Analyse benutzen. Es erweisen sich aber 
gerade bei Benutzung moderner Hilfsmittel wie der Réntgen- 
methoden die Vorstellungen, die beziiglich des Aufbaus fester 
Stoffe allein auf Grund analytischer Daten gewonnen worden sind, 
vielfach als unrichtig, und besonders in der Calciumphosphatchemie 
muBten ja in letzter Zeit manche Ansichten tiber die Zusammen- 
setzung und Stabilitét der Verbindungen einer Revision unter- 
zogen werden (vgl. Lit. Anm. 4). Im AnschluB an neuere, gleich- 
zeitig an anderer Stelle erscheinende Resultate unserer Unter- 
suchungen auf diesem Gebiete hatte ich nun nebenbei ebenfalls 
ein paar Versuche iiber die Struktur der Knochen- und Zahnsubstanz 
angestellt, die in Erginzung zu der analytischen Aussage von 
Klement und Trémel den direkten réntgenographischen 
Nachweis des Hydroxylapatits erbringen und daher hier kurz 
mitgeteilt werden sollen. 

Haufig wurden bisher zur Untersuchung Priparate benutzt, 
die durch Kochen des natiirlichen Materials mit KOH und Glycerin 
erhalten worden waren. Gegeniiber diesem Vorgehen erhoben sich 
insofern Bedenken, als ja ohne Kenntnis der Eigenschaften einer etwa 
vermuteten Verbindung Ca,,(PO,),CO, oder dergleichen eine Zer- 
setzung der urspriinglichen Knochensubstanz beim Kochen nicht 
ohne weiteres ausgeschlossen werden konnte. Die Hydrolyse der 
Calciumphosphate zu Hydroxylapatit ist ja bekannt (vgl. z. B. 
Schleede und Mitarbeiter a.a.O.u.a.). Fiir die hier beschriebenen 
Réntgenaufnahmen wurde daher véllig unbehandeltes Knochen- 
und Zahnmaterial, nimlich von Rinderzihnen, sowie von Rinder- 
und Hiihnerknochen verwendet. 

Abweichend von der Ansiclt von Klement und Trémel 
scheint mir die Unschirfe der Diagramme die Unterscheidung 





1) W. F. Jong, Ree. de trav. chim. Pays-Bas et Belge 45, 445 (1926); 
N. W. Taylor u. Ch. Sheard, J. of biol. Chem. 81, 479 (1929); Rose- 
berry, Hastings u. Morse, J. of biol. Chem. 2, 395 (1981); S. B. Hen- 
dricks u. Mitarbeiter, a. a.O. u. a. m., Literatur beiC. Henschen, R.Strau- 
mann u. B. Bucher, Z. f. Chirurgie 236, 485 (1932), in der letzteren Arbeit 
wird auch bereits die organische Geriistsubstanz der Knochen réntgenogra- 
phisch als krystallisierte Faser erwiesen. Das Auftreten von Linien des 
CaCO, und des Magnesiumphosphats in den Diagrammen der Verff. bleibt 


unklar. 
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zwischen Hydroxyl- und den anderen Apatiten (F, Cl, CO,) nicht 
zu stéren. Man mu nur scharfe Diagramme aller in Frage 
kommenden Apatite zum direkten Vergleich heranziehen und 
diese Unterschiede genau kennen. Da8 Fluor- und Chlorapatit 
nicht oder nur in verschwindender Menge (vielleicht aber értlich 
angereichert?) vorliegen, kann man ja den chemischen Analysen- 
befunden entnehmen, aber auch der Vergleich der Réntgen- 
diagramme bestiitigt meiner Meinung nach den Befund. Ebenso 
ist nun auch die AusschlieBung des Carbonatapatits ohne weiteres 
mit Hilfe des Réntgendiagrammes méglich, wenn man nur auch 
das Diagramm eines einwandfreien Carbonatapatits zum Vergleich 
heranzieht. Zu diesem Zwecke wurde zuniichst eine Debye- 
Scherreraufnahme eines stark kohlensiurehaltigen mineralischen 
Apatits ,,Staffelit“ +) sowohl mit denen von synthetischem Hydroxyl-, 
Chlor- und Fluorapatit wie mit denen von Knochen- und Zahn- 
substanz verglichen, und sehr deutliche Unterschiede gegen alle 
diese Substanzen in der Lage der Linien festgestellt, wenn auch 
der Apatitcharakter des Diagrammes vollkommen gewahrt ist. 
Nach Erhitzen auf 1000° und Verlust der Kohlensiure zeigt 
dieser Staffelit das Diagramm des Fluor- (besser Fluor-oxy)-apatits, 
er ist also als ein Fluor—Carbonatmischapatit anzusehen, dessen 
individuelles Réntgendiagramm durch das Vorhandensein von CO, 
im Krystallgitter (etwa 3°/,) bedingt ist. Bereits dieser Vergleich 
zeigte, daB CO, im Gitter des Apatits der Knochen- und Zahn- 
substanz nicht vorhanden ist. 


AuBer diesem mineralischen Carbonatapatit wurde vor allem 
nun noch ein synthetischer Carbonatapatit zum direkten rént- 
genographischen Vergleich herangezogen, der im Zusammenhang mit 
der Behandlung struktureller Fragen in der Apatitgruppe, zu denen 
vor allem auch von Trémel, Méller und Kérber (a.a. 0.) wert- 
volle Anregungen gegeben worden sind, von mir hergestellt worden 
war, Diese Synthese geschah in anderer Weise wie bei Kitel’), 
also nicht bei hohen Temperaturen unter CO,-Druck, sondern 
durch Reaktion in wifriger Lisung. 


Man kocht Ca(OH), lingere Zeit mit einer ziemlich konzen- 
trierten Lésung von Na,PO, und NaHCO,, filtriert ab, gliiht den 


1) Das Priparat verdanke ich der Liebenswirdigkeit von Herrn Prof. 
Dr. Schmidt und Dr. Herlinger vom Mineralogischen Institut der Tech- 
nischen Hochschule Berlin. 
*) Schriften der Kénigsberger Gelehrtengesellschaft 1924, S. 168. 
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vom Filter befreiten Riickstand lingere Zeit bei etwa 700° im 
CO,-Strom und entfernt in dem gut durchgepulverten Glih- 
produkt das iiberschiissige CaCO, durch lingeres Schiitteln mit 
etwa 5°/,iger Zitronensiure. Das Glihen erfolgt nur zum Zwecke 
der TeilchenvergréBerung des Apatits, die sein Unléslichwerden 
in Zitronenséure zur Folge hat und somit die Trennung vom lés- 
lichen CaCO, gestattet, die Bildung des Carbonatapatits erfolgt 
dabei noch in der Lésung, wie die zwar unscharfen, aber zur 
Unterscheidung von Hydroxyl- und Carbonatapatit durchaus ge- 
eigneten Réntgendiagramme des ungegliihten, nur bei etwa 100° 
getrockneten Filterriickstandes zeigen. Auch fiihrt das Erhitzen 
von Hydroxylapatit in CO, mit oder ohne CaCO, bei 600—800° 
nicht zu Carbonatapatit.) 

Das Réntgendiagramm des synthetischen Carbonatapatits ist 
mit dem des mineralischen Fluor—Carbonatmischapatits identisch 
und daher ist das Ergebnis eines direkten Vergleichs des Knochen- 
diagrammes mit dem des synthetischen Carbonatapatits und mit 
dem des Hydroxylapatits das gleiche wie oben, da8 nimlich das 
Diagramm der Knochensubstanz deutlich trotz der Unschirfe der 
Linien alle Merkmale des Hydroxylapatits aufweist, die diesen 
vom Carbonatapatit unterscheiden. Sie sind im Diagramm der 
Tafel durch Kreuze gekennzeichnet. 

Faserstruktur tritt ja, wie bekannt ist, nicht auf. Calcium- 
carbonatlinien konnten im Diagramm nicht aufgefunden werden, 
was entsprechend der geringen Menge und der Kleinheit der 
Krystallite auch nicht verwunderlich ist. 


Die Priifung der obenerwihnten Bedenken gegen das vor der 
Untersuchung mit KOH gekochte Ausgangsmaterial erfolgte durch 
Kochen des synthetischen Carbonatapatits unter den gleichen Be- 
dingungen und ergab, daB keine Zersetzung des Carbonatapatits 
eintrat. 


Ahnliches gilt von dem Versuch von Klement und Trémel, 
bei dem das Material zur Erzielung eines scharfen Réntgen- 
diagrammes (Hydroxylapatit) auf 600° erhitzt wurde, und der 
natiirlich wegen der Gefahr einer dabei erfolgten Zersetzung nicht 
zur Beweisfiihrung mitbenutzt werden konnte. Nachdem aber hier 
festgestellt worden ist, daB Carbonatapatit bei 600° sich noch 





1) Die Formel Ca,,(PO,),CO, oder Ca, o(PO,),CO,-H,O oder der- 
gleichen, sowie die Einzelheiten der Krystallstruktur sind noch genauer 
zu bestimmen. 
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nicht zersetzt, kann auch das scharfe Hydroxylapatitdiagramm 
der erhitzten Knochensubstanz als weitere Stiitze fiir die Hydr- 
oxylapatitnatur der urspriinglichen Knochensubstanz angesehen 
werden. 


Die vorstehenden Ausfiihrungen mégen dahin zusammen- 
gefaBt werden, daB es gelungen ist, durch Vergleich mit synthe- 
tisch hergestellten Priparaten, vor allem auch von Carbonat- 
apatit, die Knochen- und Zahnsubstanz auch direkt rontgenogra- 
phisch als Hydroxylapatit zu kennzeichnen und damit bestehende 
Unstimmigkeiten in den bisherigen Angaben zu beseitigen. Die 
gleichfalls und erstmals beschriebene Bildung von Carbonatapatit 
aus wiBriger Loésung kann vielleicht im Verein mit dem ja ent- 
segengesetzten Befund, daB in der Knochen- und Zahnsubstanz 
Carbonat und Phosphat in getrennten Verbindungen nebeneinander 
vorliegen, dem physiologischen Chemiker noch Anregung zu weiteren 
Versuchen iiber den chemischen Bildungsmechanismus der Knochen- 
substanz geben. 

















Uber den Abbau des Arginins zu Citrullin 
durch Bacillus pyocyaneus. 
Von 


F. Horn. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Marz 1933.) 


Die Méglichkeit eines biologischen Uberganges yon Arginin 
in Citrullin ist bisher nur unter Anwendung einer Mischkultur 
von Fiulnisbakterien erwiesen worden.') Spater wurde versucht, 
ob auch bei subcutaner Verabreichung von Arginin (beim Hund) 
oder Einwirkung von Gewebsbrei (Leber, Niere, Muskel, Milz vom 
Rind; Leber der Gans, sowie Leber und Muskel des Flu8krebses) 
auf Arginin die Entstehung von Citrullin nachweisbar wire, je- 
doch war dies unter den gewihliten Versuchsbedingungen nicht 
der Fall.2) Mehr Erfolg mufSte die Priifung von pflanzlichem 
Gewebe in dieser Richtung versprechen, da ja das Citrullin nicht 
nur selbst in der Wassermelone (Citrullin vulg. Schrad.)*) auftritt, 
sondern hier, wie bereits die Entdecker dieses Kérpers Y. Koga 
und §. Odake feststellten, von freiem Arginin begleitet ist. 

Es lag deshalb nahe, das Gewebe der frischen Wassermelone 
unter den gleichen Bedingungen auf Arginin einwirken zu lassen, 
wie friiher tierische Organbreie. Es ergab sich hier jedoch fol- 
gende Schwierigkeit hinsichtlich des Nachweises der Citrullinbil- 
dung: Bei einem quantitativen Ubergang von Arginin in Citrullin 
wird zwar der vierte Teil des Argininstickstoffes in Form von 
Ammoniak frei und man wird aus dem Auftreten von Ammoniak 
bei der Einwirkung von pflanzlichem Gewebe auf Arginin auf die 
Entstehung von Citrullin schlieBen kénnen, jedoch nur, wenn man 
andere Méglichkeiten fiir die Bildung des Ammoniaks ausschlieBen 
kann. Das ist aber nicht der Fall, wenn z. B. in dem betreffenden 
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Gewebe Urease vorhanden ist. Dann muf damit gerechnet werden, 
daB das Ammoniak aus Harnstoff entstanden ist, der seinerseits 
durch Arginasewirkung aus Arginin gebildet sein kénnte. Beson- 
dere Versuche ergaben nun das Vorhandensein von Urease im 
Gewebe der Wassermelone und auch durch Anreicherungsverfahren 
(Acetonfallung usw.) lieB sich bisher kein Fermentpraparat ge- 
winnen, das ganz frei von Urease war. Es mubte deshalb ver- 
sucht werden, das Citrullin nach Einwirkung des pflanzlichen Ge- 
webes auf Arginin zu isolieren. Versuche nach dieser Richtung 
haben mit der Schwierigkeit zu kiimpfen, daB das Citrullin nicht 
leicht ohne erhebliche Verluste zu isolieren, geschweige denn 
quantitativ zu erfassen ist; sie sind noch nicht zum Abschlub 
gekommen und sollen, sobald die Jahreszeit die Beschaffung des 
pflanzlichen Ausgangsmaterials erlaubt, wieder aufgenommen 
werden. 

Einfacher liegen die Verhiltnisse beim Arbeiten mit Bakterien- 
kulturen, weil die Bestandteile der Nahrbéden die Isolierung des 
Citrullins nicht allzu sehr erschweren. Eine Reindarstellung des- 
selben ist allerdings auch hier notwendig, denn das Auftreten von 
Ammoniak allein beim Wachsen der Bakterien auf Argininlésungen 
kann bei dem bekannten Ureasegehalt mancher Bakterien [z. B. 
Bacillus pyocyaneus‘)] gleichfalls nicht als beweisend fiir Citrullin- 
bildung angesehen werden. 

Es wurden nun Versuche mit Bacillus pyocyaneus und Bacillus 
coli durchgefiihrt. Bei Bacillus pyocyaneus war friiher °) festgestellt, 
daB manche Stiimme frei von Arginase sind; es mubte also bei 
dieser Bakterienart der Abbau des Arginins in der Richtung, 
welche zum Citrullin fiihrt, immerhin als méglich erscheinen. — 
Abnlich liegen die Verhiiltnisse bei Bacillus coli. Hier wird an- 
gegeben ®), daB Arginase fehlt, obwohl Arginin (allerdings nur zu 
etwa 6—10°/,) zum Abbau kommt. 


Experimenteller Teil. 


Eine Lésung von 24,3 g d-Arginin wird mit Schwefelsiure neutralisiert, 
mit 5g Natriumlaktat, 0,1 g Natriumsulfat, 1 mg Magnesiumsulfat sowie zur 
Pufferung mit 3,801 g NaH,PO,2H,O und 0,182 g Na,HPO, versetzt und auf 
1000 cem gebracht. Die Fliissigkeit wird auf drei Kolben verteilt, sterilisiert 
und nach Feststellung des py 5,9 mit einer Kultur von Bacillus pyocyaneus 
geimpft, die sich durch mehrere Passagen als rein erwiesen hatte. Nach 
16tigigem Stehen bei 37° zeigt sich kulturell und durch Grampriiparat, da8 
die Kulturen rein geblieben waren. Die Fliissigkeit ist alkalisch geworden 
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(Px: 8,8) und hat einen schleimigen Niederschlag gebildet, der durch Absaugen 
iiber Kieselgurfilter abgetrennt wird. Reaktion von Sakaguchi positiy, 
ebenso die von Barrenscheen-Weltmann’). Um das in erheblicher 
Menge gebildete Ammoniak zu besecitigen, wird es nach Zugabe von etwas 
Bariumearbonat im Vakuum, zuletzt unter Zugabe von Alkohol, abdestilliert. 
Fiir die nun folgende Phosphorwolframfallung bei saurer Reaktion muB die 
Flissigkeit auf 2 Liter aufgefiillt werden, weil in konzentrierten Lésungen 
auch Citrullin hiermit einen Niederschlag gibt. Filtrat und Waschwisser 
der Phosphorwolframsiurefillung werden ohne Erwirmen mit Baryt von 
der Phosphorwolframsiure und Schwefelsiiure befreit, der tiberschiissige 
Baryt wird mit Kohlensiure beseitigt und nun mit Schwefelsdiure ganz 
schwach angesiuert. 

Nach vorsichtigem Einengen im Vakuum lat sich durch Zugabe von 
Methanol ein groBer Teil Natriumsulfat beseitigen. Das Filtrat hiervon 
wird im Vakuum stark eingeengt, worauf erneut bei schwefelsaurer Reaktion 
mit Phosphorwolframsiure gefillt wird. Der so entstehende Niederschlag 
enthalt neben Resten von unzersetztem Arginin (Sakaguchis Reaktion noch 
schwach positiv) die Hauptmenge des durch die Bakterieneinwirkung ent- 
standenen Citrullins. Es laBt sich nach Abtrennung der Phosphorwolfram- 
siure als schwerlésliches Kupfersalz in einer Menge von 1,2 g gewinnen. 

Der hieraus dargestellte freie Kérper zeigt nach 2maligem Umkrystalli- 
sieren aus Wasser, in dem er leicht léslich ist, unter dem Mikroskop charakte- 
ristische lange, diinne Prismen, die bei 220—222° schmelzen. 


4,720 mg Subst.: 7,125 mg CO,, 3,110 mg H,O. — 6,764 mg Subst.: 
1,392 eem N (18,5°, 740 mm). 
C,H,;N;0; Ber. C 41,11 H 7,48 N 23,99 
Gef. ,, 41,17 , 787  » 8841. 


Ein Teil des Citrullins wird in das schwerlésliche hellblaue Kupfer- 
salz zuriickverwandelt, das bei 258° schmilzt. 


5,101 mg Subst.: 6,520 mg CO,, 2,910 mg H,O. — 6,790 mg Subst.: 
1,154 cem N (16°, 754 mm). — 12,365 mg Subst.: 2,288 mg CuO. 


(C,H,.N,03),Cu Ber. C 34,79 H 5,84 N 20,31 Cu 15,36 
Gef. ,, 34,86 ,, 6,38 ,, 19,92 ,, 15,42. 


Zur Bestimmung der optischen Aktivitét wird das durch 2malige Um- 
krystallisation gereinigte Citrullin verwendet, von dem bei der Leichtléslich- 
keit des Kérpers nur noch eine geringe Menge zur Verfiigung stand. Eine 
0,3°/,ige wiBrige Liésung desselben zeigte im 1 dm-Rohr keine Ablenkung 
der Polarisationsebene. 


Somit war durch Bacillus pyocyaneus Arginin in Citrullin 
iibergefiihrt (Ausbeute 4,9°/,). 

Kin ganz analog angesetzter Versuch mit Bacillus coli lieB 
die Bildung von Citrullin vermissen. 
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Vor kurzem hat Wada®) Citrullin durch tryptische Verdauung 
von Casein gewinnen kénnen und ferner den Beweis erbracht, 
daB bei der tryptischen Verdauung Arginin nicht in Citrullin iiber- 
gefiihrt wird. Da bei dem geschilderten Versuch mit Bacillus pyo- 
cyaneus ein eiweibfreier Nihrboden verwandt wurde, kann kein 
Zweifel sein, daB das Citrullin hier nur aus Arginin gebildet wurde. 
Es handelt sich dabei um ein besonderes Ferment (Arginindesimi- 
dase), das weder mit dem Trypsin noch mit der Arginase etwas 
zu tun hat. 
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Uber Einwirkung von Resorcin auf Seidenfibroin. I. 
Von 


R. 0. Herzog und J. Weindling. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Faserstoffchemie, Berlin-Dahlem.) 





a | (Der Schriftleitung zugegangen am 22. Marz 1933.) 

4 : Vor einiger Zeit wurde in einer Notiz itiber Skleroproteine }) 

31 berichtet, daB H. Cohn?) Diffusionsbestimmungen an einem Seiden- 
eu fibroinpraparat ausgefiihrt hatte; das letztere war gemeinsam mit — 
ce M. Kobel’) durch Auflésung in geschmolzenem Resorcin und 
ag Wiederausfallen gewonnen worden. Die bei der Diffusion er- — 
qe haltenen Zahlen tiuschten Ubereinstimmung vor mit dem yon | 
i Kobel aus der Gefrierpunktsbestimmung erhaltenen und dem aus 


a | der réntgenographisch ermittelten ZellengréBe erschlossenen Mole- 
a | kulargewicht. Dies gab zu falschen Schliissen (a. a. 0.) Anlaf. 
2° by 4 Spiter wurde festgestellt, daB eine Verwechslung der Priparate 
a stattgefunden hatte; die zur Diffusion benutzte Probe war 14 Stun- 
| | den bei 140° C, nicht (wie irrtiimlich angegeben) 30 Minuten bei 
48 | 120° mit Resorcin vorbehandelt gewesen.*) Die chemische Unter- 
| | suchung hat dann gezeigt, daf Seidenfibroin in der Tat bei 
solcher Einwirkung stark verindert wird.®) Obwohl eine be- 
friedigende Aufklarung iiber die Art des Kingriffes nicht erzielt 
worden ist, soll tiber das Ergebnis der Versuche®) in dieser und 
der nichsten Notiz kurz berichtet werden. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Untersuchungen diente Tussahseide. 
Diese wurde mittels einer Lésung von Marseiller Seife (30 Teile Seife auf 
100 Teile Seide) wihrend 2 Stunden bei 90—95° entbastet. Um das Sericin 
volistiindig zu entfernen, wurde die Entbastung dreimal wiederholt. Zum 
Schlu8 wurde die Seide mit sehr verdiinnter Essigsiure ausgewaschen 


und dann wiederholt mit reinem Wasser gespiilt. Darnach wurde das_ | 
Fibroin zuerst im Trockenschrank und dann iiber P,O; getrocknet. 
1) Helvet. chim. Acta 11, 529 (1928). ) Diss. Berlin 1929. 
8) Diese Z. 134, 296 (1924). 
cs # 4) Vgl. dazu auch Ber. chem. Ges. 61, 1932, 2431 (1928). 
be & 5) Vgl. auch E. Abderhalden, Ber. chem. Ges. 63, 1945 (1930). 
- 6) Die nicht fortgesetzt werden. 
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Zur Auflésung des Seidenfibroins im Resorcin diente eine Apparatur, 
die gestattete, die Schmelze unter Luft- und Feuchtigkeitsausschlu8 vor- 
zunehmen, da beobachtet worden war, da8 in Gegenwart von Sauerstoff 
Verfirbungen auftreten. Vor dem Hiniiberleiten des geschmolzenen Resor- 
cins wurde das Fibroin nochmals in der Apparatur in trockenem Stickstoff- 
strom bei 100° getrocknet. 

Je 50 g trockenes Fibroin wurden in 1000 g reines geschmolzenes 
Resorcin bei 120° schnell eingetragen und unter QuecksilberverschluB ver- 
schieden lang unter kriftiger Riihrung behandelt, wobei das Fibroin nach 
vorheriger Quellung unter Gelbbraun-Firbung in Lésung ging. 

Beim Schmelzen des Fibroins in Stickstoffatmosphiire erhielt man zu- 
nichst ein farbloses Priparat: dieses firbte sich aber beim Aufbewahren 
schwach gelb und gab in salzsaurer Lésung eine ebenso intensive Gelb- 
fiirbung, wie ein in Gegenwart des Luftsauerstoffs dargestelltes Priparat, 
trotz erheblich schwiicherer Fiirbung des Ausgangsmaterials im festen Zu- 
stand. Die gefiirbten Seidenpriparate unterschieden sich von dem nativen 
Seidenfibroin nicht im Stickstoffgehalt, wihrend mit Resorcin in Luft- 
atmosphire behandeltes Triglycylglycin Rotfirbung und Abweichung 
des Stickstoffwertes von ungefihr 1°/, zeigte. 


Die Praparate wurden mittels 20°/,iger Salzsiure vollig 
hydrolysiert und dann die Stickstoffverteilung in bekannter 
Weise') bestimmt. Die nachstehende Tabelle gibt eine Zusammen- 
stellung der Resultate. 





























A Zi A Gesamt-N 
a a z= | Summe 
Substanz 5g & 5 ana- aus der 
= < ae} lytisch | “Vor 
: 2 _© erhalten | teil 
ene = EF Tale RETMS Kec 
Natives Seidenfibroin . .| 15,79 | 0,465 | 1,84 | 17,52 | 18,09 
Fibroin 20 Min. in Resorcin 15,41 0,31 1,87 17,47 | 17,59 
ee’ 15,73 | 0,36 1,87 | 17,37 17,96 
ft Ms aes Vg 15,46 | 0,39 1,87 | 17,61 | 17,87 


Aus diesen Befunden lieB sich eine Reaktion zwischen Seiden- 
fibroin und Resorcin bei den angegebenen Bedingungen nicht er- 
schlieBen. Wohl aber ergab ein anderer Versuch Andeutungen 


in dieser Richtung. 
Aminostickstoff 


Gesaintstickstoff 
vorbehandeltem Seidenfibroin und von einem eine Stunde mit 
Resorcin behandeltem Priparat zu verschiedenen Zeiten, nachdem 
man auf beide Salzsiure bei 0° hat einwirken lassen, so findet 
man ein sehr ihnliches Verhalten. In den beiden ersten Tagen 


von nicht 





Vergleicht man das Verhialtnis: 





1) D. van Slyke in Abderhalden, Handbuch der biolog. Arbeits- 
methoden, Teil 7, Heft 1, S. 53. 
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ist die Abspaltung von Aminoverbindungen nicht nachweisbar, 
erst dann tritt sie in geringem Mae ein. Immerhin zeigt das 
vorbehandelte Praiparat etwa nach 90 Stunden einen hidheren 
Wert (5°/,) als das native Fibroin (2°/,); nach 140 Stunden ist 
dieser Unterschied noch deutlicher, er betriigt 7°/, gegen 2°/,. 

Bei héherer Temperatur (39°) findet man ein dhnliches Er- 
gebnis: das native Praparat hat nach 40 Stunden nur 5°/, ab- 
gespalten; die 20 Minuten, 1 Stunde und 6 Stunden lang vor- 
behandelten Praiparate 10—12 °/,. 

Behandelt man Fibroin und parallel das 1 Stunde mit Resorcin 
geschmolzene Priparat mit Ameisensiure, so tritt eine leichtere 
Angreifbarkeit des letzteren durch Siure ein, wie das Verhiltnis 

Aminostickstoff 
Gesamtstickstoff 


Schon nach zweistiindiger Hydrolyse bei 39° ist ein Unterschied vor- 
handen: bei nativem Fibroin betrug das Verhiltnis 1,21, beim Resorcin- 
priparat bereits 2,39. Mit der Dauer der Hydrolyse wiichst die Differenz: 
nach 98 Stunden ist der Fibroinwert 8,23, der des Resorcinpriparates nach 
66 Stunden bereits 14,57, und nach 167 Stunden bleibt beim nativen Fibroin 
der friihere Wert konstant, wihrend das Resorcinpriparat 35 zeigt. 





bei schonender Hydrolyse zeigt. 


Darstellung der Ameisensiurepriparate. 


Es wurden je 10g Substanz in 1 Liter 95°/,iger reinster Ameisen- 
siiure bei 0° eingetragen und mittels eines Riihrers mit Quecksilberverschluf 
wihrend der Dauer des Versuches kriiftig geriihrt. Nach einstiindiger Be- 
handlung bildete sich eine gelatinése Masse, ohne vollig in Lésung zu gehen. 
Nach einer Stunde wurde die Masse in einen Uberschu8 von Methanol 
bei 0° eingegossen, wobei die Quellung momentan zuriickging und das 
Fibroin wieder in Faserform ausfiel. Es wurde auf einer Porzellannutsche 
abgesaugt, mit Alkohol-Ather bis zum Verschwinden der Siiurereaktion 
extrahiert, iiber Phosphorpentoxyd bei 78° im Vakuum getrocknet und im 
Exsiceator iiber Phosphorpentoxyd aufbewahrt. 

Das hellgriine Resorcinpriiparat léste sich mit goldgelber Farbe in 
Ameisensiure und fiel beim EingieBen in Methanol gequollen aus. 

Versuche, bei den in Salzsiiure rasch aufgelésten und dann sofort mit 
Lauge genau neutralisierten Lésungen Unterschiede in der Absorption 
im Ultraviolett bei dem nativen und dem mit Resorcin vorbehandelten 
Priparat nachzuweisen, miBlangen wegen einer nicht entfernbaren iiber- 
lagerten Firbung. 


In der folgenden Mitteilung werden Versuche mitgeteilt, aus 
denen eine irreversible Veriinderung des Seidenfibroins bei der 
Behandlung mit Resorcin zu folgern ist. 

An diesen Versuchen, die 1931 abgeschlossen wurden, hat 
sich anfangs Herr W. Reich beteiligt. 
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Uber Einwirkung von Resorcin auf Seidenfibroin. II.) 


Von 


A. Dobry-Kurbatow. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm- Institut fiir Faserstoffchemie, Berlin-Dahlem.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Marz 1933.) 


1. AnlaB zu der Annahme, da jedenfalls bei energischer 
Behandlung von Seidenfibroin mit Resorcin chemische Veriinde- 
rungen eintreten, hatte schon die Beobachtung gegeben, dab je 
nach der Dauer der Behandlung Produkte von verschiedener 
Léslichkeit entstanden. Wéahrend die nur kurz behandelten 
Priparate in allen Lésungsmitteln — auBer in geschmolzenem 
Resorcin — unldslich sind, zeigen die lingere Zeit erwarmten eine 
mit der Behandlungsdauer zunehmende Léslichkeit in m-Kresol, 
Resorcin—Wasser (1:1) und in Alkohol. Dieses Verhalten wurde 
zu einer Fraktionierung einer Reihe von Priparaten benutzt. 

Beim Ausfillen der linger mit Resorcin behandelten Priparate 
wurde beobachtet, daB ein Anteil in resorcinhaltigem Alkohol 
léslich geworden war (Teil B), ein anderer in reinem Alkohol 
(Teil C), wihrend ein in beiden Medien unléslicher Anteil (Teil A) 
hinterblieb. Letzterer konnte wieder in einen in m-Kresol lés- 
lichen Anteil A, und in einen in allen Lésungsmitteln unléslichen 
Anteil A, zerlegt werden. Je nach der Dauer und Temperatur 
der Resorcinschmelze wurden wechselnde Mengen der verschie- 
denen Fraktionen erhalten. 


Tabelle 1. 





a Kinwirkungs- Fraktion A | Fraktion B]Fraktion C} Summe 

emperatur dauer 
in ° in Std. in °%, in °, in: */, in °%, 
120 1 93 3 “ne 96 
120 2 87 5 — 92 
120 6 85 7 2 94 
140 6 70 10 10 90 
140 11 25 16 38 79 
140 13 14 15 45 74 

















1) Dissertation Berlin 




















252 A. Dobry-Kurbatow, 


Wie ersichtlich, wachsen bei héherer Temperatur und bei 
lingerer Einwirkung die Fraktionen B und C auf Kosten von A. 
Der kresollésliche Teil der Fraktion A nimmt in gleicher Weise 
bei verlangerter Einwirkung zu. 


Tabelle 2. 

















ese he, In m-Kresol léslicher 
Einwirkungstemperatur Einwirkungsdauer Auall tee Weldtion A 

in ° in Std. in *, 

120 1 5 

120 2 10 

140 6 35 

140 11 60 

140 13 80 








Die verschiedenen Fraktionen wurden zunichst auf ihren 
Stickstoffgehalt untersucht. Wie aus der folgenden Tabelle zu 
entnehmen ist, zeigen die Fraktionen A, B und C abnehmenden 
Stickstoffgehalt, aber auch die N-Werte der Fraktion A sind 
niedriger als die des unbehandelten Fibroins. Lediglich der 
kresolunlésliche Teil A, der Fraktion A besitzt den N-Gehalt 
des Ausgangsmaterials; in diesem Anteil kénnte demnach noch 
weitgehend unveraindertes Fibroin vorliegen. 


Tabelle 3. 

















Stickstoff- 
Produkt gehalt 
mm *, 
Unbehandeltes Fibroin . i a ae ae ee ee 18,5 
Fibroin bei 120° 6 Std. mit Kesorcin behand. Fraktion A 17,6 
” ” 140° 6, ” ” ” ” A 16,4 
”? ” — 6 yy 4» ” ” ” C 14,9 
” » 40°11 , 4 ” ” ” A 16,7 
”? ” 140° 13 ” ” ” ” ” A ie 
9 ”? 140° 13 ” ”? ”? ” 99 C bie 
’ ”. 140" 11 ,, ” ” ” ” A, 18,2 
” ”? 140° 11 ” ” ” ” ” As 16,1 


Diese Analysenergebnisse und die felgenden Versuche sprechen 
jedenfalls fiir die Entstehung von Verbindungen des Seidenfibroins 
mit Resorcin. 

2. Zur Bestimmung des Gesamtphenols in den vor- 
liegenden Fibroinpriparaten nach ihrer vollstiindigen Hydrolyse 
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wurde die von Fiirth und Fleischmann’) fir Tyrosinbestim- 
mungen ausgearbeitete Bromadditionsmethode herangezogen. Dabei 
ergab sich (vgl. Tab. 4), daB in den linger behandelten Produkten 
der Phenolgehalt betrichtlich iiber 11,0°/, — d.i. der Tyrosin- 
gehalt des Fibroins — hinaus ansteigt und besonders hohe Werte 
in der C-Fraktion erreicht. Es wurde versucht, den iiberschiissigen 
Phenolgehalt auf Resorcin umzurechnen, wobei allerdings die Un- 
gewiBheit besteht, ob durch das gebundene Resorcin 4 oder 
6 Atome Brom verbraucht bzw. 2 oder 3 Atome gebunden werden. 
Deswegen sind in der 3. und 4, Spalte der Tab. 4 die auf beide 
Art errechneten Resultate angegeben. Diese Werte stehen in 
einer gewissen Ubereinstimmung mit dem Resorcingehalt der 
Fraktionen, der sich aus dem Mindergehalt an Stickstoft be- 
rechnen liBt (5. Spalte der Tab. 4). Man kommt so also zu dem 
schon angedeuteten SchluB, daB® bei lingerer Kinwirkung von 
Resorcin auf das Fibroin dieses an das Protein chemisch 
gebunden wird. 


Tabelle 4. 














Resorcin 
Produkt ere Resorcin "/o |berechnet} 
aus N-Diff.| Acetyl 

in °/, | 2 At. | 3 At. in °/, 
Fibroin . oe oe 11,1 aaa = -- 5,6 

Fibroin mit Resorcin 

bei 120° 20 Min. A-Fraktion | 11,4 0,3 0,2 0,6 — 
as + « 11,8 0,7 0,5 1,0 si 
» 120° 18td. ,, ‘a 12,0 0,9 0,6 1,9 8,8 
— ~« ogee 13,1 2,0 1,4 2.6 “ae 
cS 20,5 9,4 6,2 11,1 wi 
= ae 21,5 | 10,4 7,0 10,0 11,7 
, se, @& , 881 | 27,0 18,0 |17,0—20,0] — 
— ae ins eon os — 14,8 
~ ae Ce. & 9” — _— — — 15,8 














SchlieBlich wurden die vorliegenden Fraktionen auch der Acetylie- 
rung unterworfen. Wahrend fiir das unbehandelte Fibroin eine dem von 
Abderhalden?) mitgeteilten Benzoylwert entsprechende Acetylzahl von 
5,6°/, Acetyl gefunden wurde, zeigen die Fraktionen héhere Acetylzahlen. 

Es liegt nahe anzunehmen, da8 freie Hydroxylgruppen des gebundenen 
Resorcins acetyliert werden, doch erscheint es sehr zweifelhaft, ob nicht 
die Acetylierung weitergehende Veriinderungen der Priparate bewirkt. 





1) Biochem. Z. 127, 137 (1922). 
2) E. Abderhalden u. H. Brockmann, Biochem. Z. 211, 395 (1929). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVT. 18 
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Bringt man die Acetylprodukte mit Anilin zusammen, so wird ein 
Teil der Acetylgruppen abgespalten und zwar derjenige, der iiber 5,6 °/, — 
Acetylgehalt des nicht mit Resorcin behandelten Fibroins — hinausgeht.’) 

Die Acetylierung wurde mit Essigsiureanhydrid (5fache Menge) 
und wasserfreiem Pyridin (10fache Menge) wihrend 10 Stunden fir das 
native Seidenfibroin und 5 Stunden fiir Resorcinprodukte bei 100° aus- 
gefiihrt. Die Acetylgruppen wurden nach Freudenberg?) durch Uber- 
fiihrung des Acetylrestes in Essigester ermittelt, wobei eine Abi&nderung 
der Methode in der Richtung vorgenommen wurde, da8 das Destillat nach 
dem Kochen mit NaOH mit iiberschiissiger n/5-H,SO, versetzt und noch- 
mals aufgekocht wurde, um bei der Zersetzung des Proteins entstandene 
Kohlensiure zu verjagen. Darnach wurde mit n/5-NaOH zuriicktitriert. 


3. Verfolgt man die zeitliche Anderung der Viscositat 
einer unter Stickstoff ausgefiihrten Fibroin—Resorcinschmelze, so 
erhalt man das in der Figur wiedergegebene Bild. 
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Viskositét von Lésungen des Seidenfibroins in geschmolzenem Resorcin. 


Bei héherer ebenso wie bei niederer Temperatur ergibt sich 
eine bald sehr langsam asymptotisch verlaufende Kurve. Ks 
werden also gerade dort die Verinderungen nicht kenntlich, 
die oben chemisch erwiesen werden konnten, wihrend aus dem 
Verlauf im Anfang der Reaktion auf Abbau geschlossen werden 
darf, der chemisch nicht nachweisbar war (ein Inlésunggehen des 
Seidenfibroins darf bereits nach 10 Minuten als sicher angesehen 
werden), Insofern erginzen sich also chemische und viscosimetrische 
Beobachtungen, und man kann den Abbau des Seidenfibroins 
bei der Resorcinschmelze wohl als erwiesen ansehen. 


S 





1) Vgl. M. Bergmann, V.du Vigneaud u. L. Zervas, Ber. chem. 


Ges. 62, 1909 (1929). 
*) Liebigs Ann, 433, 230 (1923). 
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Zur Spezifitat der «-Glucosidase. 


Von 


Rudolf Weidenhagen. 


(Biochemische Abteilung des Instituts fiir Zuckerindustrie, Berlin.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Mirz 1933.) 


Der von mir entwickelten Spezifititstheorie der Carbohydrasen ') 
liegt bekanntlich die Vorstellung zugrunde, da nur die Konstitution 
und Konfiguration des glykosidisch verkniipften Zuckers fiir den 
enzymatischen Spaltungsvorgang als solchen verantwortlich zu 
machen ist, wihrend der glykosidische Paarling nur einen EKinflu8 
auf die GréBe der Zerfallsgeschwindigkeit ausiibt. Der augen- 
filligste Beweis wurde durch den Nachweis geliefert, daB der 
doppelt glykosidisch verkniipfte Rohrzucker durch zwei Glykosi- 
dasen, a-Glucosidase und f-h-Fructosidase, spaltbar ist. Weiter- 
hin wurde gezeigt, daB dieselbe «-Glucosidase in vélliger Uber- 
einstimmung mit der Theorie auch Maltose und Melezitose spaltet, 
so daB mit Recht behauptet werden konnte, daB spezifische 
Disaccharidasen und Trisaccharidasen als selbstandige Enzyme 
nicht existieren. Die Basis dieser Betrachtungsweise wurde in 
letzter Zeit noch vergré8ert durch den Nachweis der Spaltung 
des Inulins*) und Irisins*) durch @-h-Fiuctosidase und durch die 
umfangreichen Untersuchungen iiber die Spezifitit des Emulsins 
durch Helferich*‘) und Mitarbeiter, die nicht nur zu einer voll- 
stindigen Bestatigung der von mir entwickelten Anschauungen 
gefiihrt haben, sondern dariiber hinaus sogar eine weitere Be- 
schrinkung in der absoluten Spezifitat zwischen (-Glucosidase 
und £-Galaktosidase wahrscheinlich gemacht haben. Demgegen- 
iiber ist von Pringsheim') mit Unterstiitzung von Myrbiack®) 





1) R. Weidenhagen, in F. F. Nord u. R. Weidenhagen, Ergebnisse 
der Enzymforschung I, 168 ff. (1932); II, 90 (1933); Weidenhagen, Chem, 
Konstitution u. enzymat. Hydrolyse usw. Stuttgart 1932. 

*) Weidenhagen, Z. Ver. Dtsch. Zuckerind. 82, 912 (1932); Naturw. 
20, 254 (1932). 

5) Weidenhagen, unveréffentlicht. 

*) Zusammenfassung in Ergebnisse der Enzymforschung IJ, 74 (1933). 

5) Diese Z. 202, 23 (1981); 207, 241(1932).  ®) Diese Z. 205, 248 (1932). 
18* 
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immer wieder versucht worden, nachzuweisen, daB die neue An- 
schauung ,mit den experimentellen Tatsachen nicht in Uberein- 
stimmung gebracht werden kénnte.“ Die Diskussion, die sich in 
dieser Beziehung entwickelt hat, wurde auf die Behauptung zu- 
gespitzt, daB «-Glucosidasen existieren, die zwar Maltose spalten, 
a-Methylglucosid aber nicht zu hydrolysieren vermégen. Solche 
Enzyme sollen nach Pringsheim und Mitarbeitern angeblich in 
der Takadiastase und den Ausziigen aus niedrig gedarrtem Gersten- 
malz vorhanden sein. In mehrfachen Publikationen ist von diesem 
Forscher versucht worden, die Zweimaltasentheorie von Leibo- 
witz') zur Geltung zu bringen. In Analogie zu der alten Zwei- 
lactasentheorie von Armstrong’) wird die Existenz von Gluco- 
sido- und Glucomaltasen gefordert, je nachdem das Enzym auf 
die glucosidisch verkniipfte oder auf die als Paarling fungierende 
Glucose eingestellt ist. Nur die Glucosidomaltasen kénnen nach 
Leibowitz auch andere Glucoside, beispielsweise «-Methylgluco- 
sid, mitspalten, wihrend die Glucomaltasen bei einem Ersatz des 
reduzierenden Glucoseteils der Maltose durch andere Substituenten, 
beispielsweise Methyl, keine Wirkung entfalten kénnen. Wenn 
man die Zweimaltasentheorie unter diesem Gesichtspunkt be- 
trachtet, so steht sie mit der von mir entwickelten Auffassung 
insofern in Widerspruch, als sie eine Spezifitit zwischen Enzym 
und der nicht glucosidisch verkniipften Glucosekomponente der 
Maltose fordert; ja die Spezifitit soll soweit gehen, daB sie sich 
nur auf die «-Konfiguration dieses Zuckers erstreckt. Logischer- 
weise miiBte man dann spezifische Enzyme fiir jedes «-Glucosid 
und sogar fiir f-Maltose annehmen. Ein solches Verlangen stand 
auch schon vor der Aufdeckung der Rohrzuckerspaltung durch 
a-Glucosidase im Widerspruch mit der von Willstatter, Kuhn 
und Sobotka*) tiberzeugend begriindeten Identitit von Maltase 
und «-Methylglucosidase. 

Bereits im Jahre 1928 konnte ich den Nachweis fihren‘%), 
daB die a-Glucosidase des Byk-Guldenmalzes nicht nur Maltose, 
Maltosazon, Saccharose, Melezitose, sondern auch in stirkerer 
Konzentration «-Methylglucosid spaltet. Diese Arbeit ist bisher 
von den Anhingern der Zweimaltasentheorie anscheinend iiber- 
sehen oder absichtlich nicht diskutiert worden. Da Saccharose 





1) Diese Z, 149, 184 (1925); 154, 64 (1926). 
*) Pr. Roy. soc. London (B) 80, 322 (1908). 
®) Diese Z. 134, 224 (1924). 

*) Z. Ver. Dtsch. Zuckerind. 78, 788 (1928). 
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und Melezitose die fiir die Wirkung der angeblichen Glucomaltase 
des Gerstenmalzes notwendige Gruppe gar nicht besitzen, so scheint 
es mir demgegeniiber belanglos, ob die Spaltung des a-Methyl- 
glucosids mit einigen Prozenten mehr oder weniger erfolgt. Bei 
der auBerordentlich geringen Enzymkonzentration des Gersten- 
malzes spielen natiirlich die Begleitstoffe fiir die Spaltungsgeschwin- 
digkeit eine ausschlaggebende Rolle. Es ist ohne weiteres ver- 
stiindlich, daB unter gewissen Bedingungen diese Spaltungsgeschwin- 
digkeit, d.h. die relative Spezifitat der «-Glucosidase nahezu Null 
wird und damit die Grenze der absoluten Spezifitit erreicht. 
Kin solcher Fall liegt eben bei der e-Methylglucosidspaltung durch 
die a-Glucosidase des Gerstenmalzes und der Takadiastase vor, 
wo man erst bei Anwendung erheblicher Enzymkonzentrationen 
eine sichere Spaltung des «-Methylglucosids erhilt. Abgesehen 
davon sind aber ganz allgemein die Methylglycoside infolge dieser 
geringen Spaltbarkeit recht ungeeignete Substrate und ihre An- 
wendung ist, wie Helferich’) betont, immer dann besonders 
gefihrlich und fiihrt zu grundsiitzlichen Irrtiimern, wenn man den 
Beweis der Nichtspaltbarkeit fiihren will. Wesentlich besser 
eignen sich zur Priifung solcher Fille die entsprechenden Phenol- 
glycoside, die wir nunmehr zur Erhirtung unserer Ansicht in den 
Kreis der Untersuchungen gezogen haben. Die priparative Ge- 
winnung des bendétigten @-Phenolglucosids war durch das Ent- 
gegenkommen von Prof. Helferich nach einer von ihm gefundenen 
Methode?) leicht méglich, wofiir ich auch an dieser Stelle meinen 
besonderen Dank sagen méchte. Unsere Untersuchungen sind 
bereits seit einem Jahre abgeschlossen, bisher aber noch nicht 
veréffentlicht worden, um sie eventuell bei noch weiteren Ent- 
gegnungen als Beweismaterial zu verwenden. Da solche inzwischen 
nicht mehr erfolgt sind, steht ihrer Publikation nichts mehr im 
Wege, womit ich gleichzeitig aber von mir aus die Diskussion iiber 
die Existenz von Glucomaltasen als abgeschlossen betrachte: die 
auSerordentlich leichte Spaltbarkeit des «-Phenolglucosids sowohl 
durch ,,Takadiastase“ als auch durch Gerstenmalzauszug lassen 
keine Zweifel aufkommen, daf es sich hier um eine «-Glucosidase 
im Sinne der von mir entwickelten Spezifitaitstheorie handelt, und ich 
muB, auch wenn es Pringsheim und Loew’) ,,unverstindlich“ 
finden, die Identitiit von Maltase und «-Glucosidase auch fiir die 
hier in Frage stehenden Enzymmaterialien weiter aufrecht erhalten. 


1) Diese Z. 208, 92 (1932). 2) Ber. chem. Ges. 66, 378 (1933). 
8) Diese Z. 207, 241 (1932). 
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Experimenteller Teil. 


I. a@-Glucosidase aus technischer Takadiastase. 20 g kiufliche 
Takadiastase Parke, Davis & Co., wurden in 200 cem Wasser gelést und 
2 Tage gegen destilliertes Wasser dialysiert. Die Lésung wurde im Vakuum 
auf 22 ecm eingeengt, die pro Kubikzentimeter 22,4 mg Trockensubstanz 
enthielten. Von dieser Lésung wurden fiir die folgenden Versuche 5 ccm 
= 112 mg Trockensubstanz verwendet. Als Probe wurden aus den Ansitzen 
5 ccm herausgenommen, mit 5 ccm 2 n-Sodalésung zu 100 cem aufgefiillt. 
20 cem dienten zur Bestimmung nach Bertrand. Bei 3. (Maltosespaltung) 
wurden die 5 ccm mit 10 cem 5°/,iger Sodalésung vermischt und dann im 
1 dm-Rohr im Apparat mit Ventzkeskala polarisiert. 


1. Spaltung von a-Methylglucosid. Angewandt: 0,6735 ¢g 
a-Methylglucosid, 5 cem n/10-Acetatpuffer py = 4,7; 5 cem Enzymlésung 
in 25 cem Gesamtvolumen ¢ = 30°. ,,Normalbedingungen“. 























Zeit Cu Glucose | Spaltung 
in Std. in mg in mg in %%, 
4 0,0 0,0 sae 
23 6,0 2,8 11,2 
95 10,1 4,8 19,2 
196 14,6 7,1 28,4 











2. Spaltung von a@-Phenolglucosid. Angewandt: 0,8889 g 
a-Phenolglucosid, 5 cem n/10-Acetatpuffer py = 4,7; 5 cem Enzymlésung 
in 25 cem Gesamtvolumen ¢ = 30°. ,,Normalbedingungen“. 


























Zeit Cu Glucose | Spaltung 
in Std. in mg in mg in °, 
4 4,3 2,0 8,0 
23 15,3 7,4 29,6 
95 37,7 18,8 75,2(!) 
196 48,3 24.3 97,2 (!) 


3. Spaltung von Maltose. Angewandt: 1,250 g Maltose, 5 ccm 
n/10-Acetatpuffer py = 4,7; 5 cem Enzymlésung in 25 cem Gesamtvolumen 
= 30°. ,,.Normalbedingungen“. 























Zeit 
in Std. Drehung | spnahme in °/, 
0 6,05 0,0 a“ 
1 4,95 1,10 30,7 
2 4,10 1,95 54,4 
4 8,65 2,40 67,0 
28 2,75 3,30 92,1 
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IT. «-Glucosidase aus Gerstenmalz. 50 g Darrmalz (Byk-Gulden- 
werke) wurden mit 150 cem Wasser und etwas Toluol 48 Stunden im Eis- 
schrank aufbewahrt und 75 ccm der abgesaugten Lésung in einer Kollodium- 
hiilse gegen destilliertes Wasser dialysiert; nach 48 Stunden betrug das 
Volumen 90 cem. 


Angewandt: 10 cem 1°/,ige Maltoselésung bzw. 1°/,ige a-Methyl- 
glucosidlésung bzw. 1°/,ige a-Phenolglucosidlésung; 10 cem Acetatpuffer 
Pu = 5,2; 20cem Enzymlésung. Versuchstemperatur 38°. Die Wirksamkeit 
des Enzyms wurde durch Titration von 5 ccm nach Bertrand bestimmt.’) 


1. Spaltung von Maltose. 














Zeit Cu Spaltung 
in Std. in mg in °%/, 
0 14,1 — 
29 21,6 67,0 








2. Spaltung von a- pate st 











Zeit Cu Gtisses Spaltung 
in Std. in mg in mg in %, 
0 0,0 0,0 on 
22 0,0 0,0 < 
73 Spuren 0,0 — 
118 2,0 0,9 7,8 
167 2.3 1,0 8,6 
14 Tage 3,0 1,4 12,0 











3. Spaltung von a-Phenolglucosid. 























Zeit Cu Seams Spaltung 
in Std. in mg in mg in %/, 
0 0,0 0,0 je 
23 2,0 0,9 10,2 
48 5,8 2,7 30,7 
97 7,8 3,7 42.0 
12 Tage 12,0 5,8 65,9 





1) Hier wurden genau die Bedingungen von Pringsheim und Loew 
[Diese Z. 207, 248 (1982)] eingehalten, um einen Vergleich zu erméglichen. 
An sich haben diese Bedingungen gegeniiber den ,,Normalbedingungen“ den 
erheblichen Nachteil, daB sie zu kleine und keine iquivalenten Substrat- 
konzentrationen vorschreiben. Letztere erschweren auch die Rechnung un- 
notig, abgesehen davon, da8 sich die Konzentrationen natiirlich auf den 
Zuckerteil beziehen miissen. 
















































Uber Dihydromeso-bilirubin.’) 


Von 


Hans Fischer und Herbert Baumgartner. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Marz 1933.) 


Die Hydrierung des Bilirubins mit Natriumamalgam fiihrt 
zum farblosen Mesobilirubinogen, welches sich als identisch mit 
dem Harnurobilirubinogen herausgestellt hat. Bei der katalyti- 
schen Reduktion des Bilirubins lift sich die Zwischenstufe 
Mesobilirubin fassen, ein Farbstoff, der in allen Reaktionen dem 
Bilirubin tiuschend thnlich ist, nur daB er bei der Oxydation 
neben Himatinsiure Methylithylmaleinimid gibt, waihrend beim 
Bilirubin nur erstere entsteht,- Beim Bilirubin werden also die 
basischen Pyrrolkerne abgebaut, weil sie Vinylgruppen tragen. 
Durch Hydrierung werden diese Seitenketten stabilisiert und 
nunmehr kann Methylithylmaleinimid entstehen. Die katalyti- 
sche Reduktion des Bilirubins geht stufenweise vor sich und 
nur durch lange Fortsetzung dieser erhilt man Mesobilirubin- 
ogen.”) Mesobilirubinogen besitzt 4 Wasserstoffatome mehr als 
Mesobilirubin und es bestand daher die Méglichkeit des Auf- 
tretens von Zwischenstufen zwischen Mesobilirubin und dem ge- 
nannten Koérper. In der Tat lift sich aus der Mutterlauge der 
Mesobilirubindarstellung mit ziemlicher RegelmiBigkeit nach Ein- 
dampfen durch Auskochen mit Methylalkohol und zweckent- 
sprechender Weiterbearbeitung ein neuer, in feinen gelben Nadeln 
krystallisierender Kérper abscheiden, in wechselnder Ausbeute, 
der auf Grund der Elementaranalyse und der Eigenschaften als 
Dihydromesobilirubin aufgefa8t werden muB. Das Dihydromeso- 
bilirubin unterscheidet sich vom Mesobilirubin durch einen be- 
trichtlich héheren Schmelzpunkt (278°), durch eine violette Khr- 
lichsche Reaktion und durch das Fehlen der Gmelinschen 





1) XII. Mitteilung: Zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. XI. Mitteilung: 
Diese Z. 206, 201 (1932). 
*) H. Fischer u. G. Niemann, Diese Z. 12%, 325 (1923). 
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Reaktion. Hierauf kommen wir noch zuriick. Die Fluorescenz- 
probe ist negativ. Mit Diazobenzolsulfonsiure entsteht eine der 
Kuppelungsreaktion des Bilirubins und Mesobilirubins analoge 
Firbung. Dihydromesobilirubin muB durch folgende Formu- 
lierung 


COOH COOH 














| | 
ie ce em: iin & CH, T 1 
ee ee a a ee 
x NH NH sn 


wiedergegeben werden, wobei zwei Isomere modglich sind, wenn 
die mittelstindige Methylengruppe stabil ist und Ketisierung 
nicht in Betracht gezogen wird. Dihydromesobilirubin liBt sich 
mit Natriumamalgam leicht in Mesobilirubinogen  iiberfiihren. 
Bei der Gmelinschen Reaktion des neuen Ké6rpers entsteht 
sofort Rotfirbung, auch bei der Oxydation mit Ejisenchlorid, 
wobei die griine und blaue Oxydationsstufe des Mesobilirubins 
herausfallt. 

Mesobilirubinogen gibt primir mit alkoholischem Zinkacetat 
keinerlei Fluorescenzreaktion (Urobilirubinreaktion), sowie man 
aber eine Spur Jod hinzufiigt, entsteht intensivste Griin—Rot- 
Fluorescenz. Mesobilirubin, Bilirubin, Dihydrobilirubin und Glauco- 
bilin geben unter den gleichen Bedingungen schlagartig Ver- 
firbung nach Griin—Blau unter Erscheinen von charakteristischen 
Absorptionsstreifen in Rot, Gelb und Blau, eine Reaktion, die 
vor lingerer Zeit von Barrenscheen und Weltmann beim 
Bilirubin einer niheren Untersuchung’) unterzogen wurde. Meso- 
bilirubinogen wird also durch Jod nicht iiber Dihydromesobili- 
rubin und die folgenden Oxydationsprodukte dehydriert, da hierbei 
intermediir kein Absorptionsspektrum erscheint. Dagegen gehen 
beim lingeren Stehen die oben erwahnten Zinksalze in Griin— 
Rot fluoreszierendes Produkt (Urobilin?) iiber. Worauf die Jod- 
reaktion der Zinksalze der genannten Farbstoffe beruht, muf 
noch klargestellt werden, vielleicht ist durch Wasseraustritt 
zwischen den beiden Oxygruppen eine Ringbildung erfolgt, die 
die Absorptionsbanden erkliren wiirde; denn wenn man im Modell 
obige Formel konstruiert, so sieht man eine starke Anniherung 
der beiden Hydroxylgruppen, in der Voraussetzung, daB an der 


1) Biochem. Z. 140, 275 (1923). 
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Doppelbindung keine trans-Stellung auftritt. Vielleicht ist die 
Reaktion durch einen solchen RingschluB bedingt. Und im Sinne 
dieser Anschauung spricht die Tatsache, daB der Dimethylather 
des Mesobilirubins, unter den obigen Bedingungen untersucht, 
lediglich intensivste Griinfirbung ergibt.1) Die Jodreaktion soll 
einer naheren Untersuchung unterzogen werden, weil sie wiederum 
zeigt, wie verschiedenartig die Oxydation der bilirubinoiden Farb- 
stoffe erfolgt. Denn iiber Urobilin liuft die Jodreaktion offen- 
sichtlich nicht, wohl aber werden die oben angefiihrten Farbstoffe 
durch Jod allein in Fluorescenzreaktion positiv reagierendes 
Material nach Zinkacetatzusatz iibergefiihrt. Dasselbe gilt fir die 
Salpetersiurereaktion (Gmelinsche Reaktion). Unterbricht man 
diese im Rotstadium sowohl beim Bilirubin, Mesobilirubin wie 
Dihydromesobilirubin, so kann man stets mit alkoholischem Zink- 
acetat und Ammoniak die typische Urobilinreaktion feststellen. 

Wir halten das Vorkommen des Dihydromesobilirubins im 
pathologischen Harn fiir nicht ausgeschlossen, weil ja gelegentlich 
abnorme Aldehydreaktionen beobachtet worden sind. Ob beim 
Bilirubin ein analoger Dihydrokérper faBbar ist, soll noch einer 
niheren Untersuchung unterzogen werden. 


Dihydromesobilirubin. Die Mutterlauge aus der Mesobilirubin- 
darstellung aus 4g Bilirubin wurde im Vakuum zur Trockene 
eingedampft und zweimal mit je 100 ccm Methylalkohol ausge- 
kocht. Das methylalkoholische Filtrat, das tief burgunderrot ge- 
farbt war, wurde wieder im Vakuum zur Trockene eingedampft, 
der Riickstand in 10 ccm Chloroform warm aufgenommen und 
mit 100 ccm warmem Petrolither versetzt. Von der braunen 
amorphen Fallung wurde sofort abgesaugt, das klare gelbe Filtrat 
schied nach wenigen Minuten feine gelbe Nadeln ab. Ausbeute 
50—80 mg. 

Aus Alkohol gelbe Nadeln, die sich bei 250° schwarz ver- 
farben, bei 278—284° unter Zersetzung schmelzen. 

Ehrlichsche Reaktion bei langerem Stehen violett, mit 
konzentrierter Schwefelsiure Umschlag nach griin. 

Gmelins Reagens gibt sofort intensive Rotfirbung. 

Die Fluorescenzprobe mit alkoholischem Zinkacetat ist negativ. 

Eine Probe, in Chloroform gelést, mit salzsaurer Lésung 
von Diazobenzolsulfonsiure durchgeschiittelt, gibt eine intensive 





1) Vgl. sein Verhalten bei der Gmelinschen Reaktion. W. Siedel 
u. H. Fischer, Diese Z. 214, 145 (1933). 
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violette Farbung des Chloroforms mit griin-purpurnem Dichroismus 
im auffallenden Licht. 


5,004 mg Subst.: 12,245 mg CO,, 3,160 mg H,O (0,013 mg Asche). — 


4,490 mg Subst.: 10,990 mg CO,, 2,895mg H,O. — 2,720 mg Subst.: 
0,223 eem N (17°, 725 mm). — 2,610 mg Subst.: 0,223 cem N (18°, 715 mm). 


C,sH,N,O, Ber. C 67,07 H 7,34 N 9,27 
Gef. ,, 66,91 y 7,08 » 10,85 
” 9 66,75 yy 1,21 » 9,43. 


Amalgamreduktion von Dihydromesobilirubin. HKtwas Dihydro- 
mesobilirubin wurde in einer Stépselflasche in Wasser aufge- 
schlimmt, mit wenig 5°/,igem Natriumamalgam geschiittelt, bis 
Entfirbung der Lésung eintrat. Nun wurde vom Quecksilber 
abgetrennt, mit Chloroform versetzt und mit verdiinnter Schwefel- 
siure schwach angesiuert. Zweimal mit Chloroform ausgeschiittelt, 
das Chloroform im Vakuum zur Trockene verdampft, in Alkohol 
aufgenommen. Eine Probe, mit Ehrlichs Reagens versetzt, zeigte 
sofort Rotfirbung. Mit alkoholischem Zinkacetat trat starke 
Fluorescenz mit dem Urobilinstreifen auf. 


Unterscheidung zwischen Mesobilirubin und Dihydromesobilirubin. 
Man list etwas Substanz in Chloroform und gibt zur Lésung 
eine konzentrierte wiBrige Ferrichloridlésung. Nun wird vor- 
sichtig Alkohol zugesetzt, so daB sich die zwei Schichten nicht 
vermischen. An der Berihrungsfliche der beiden Schichten ent- 
steht bei Mesobilirubin -ein griiner Ring, der langsam nach 
oben und unten wichst, bei Dihydromesobilirubin ein roter Ring, 
der langsam beide Schichten erfiillt. Die rote Fiarbung ist 
spektroskopisch identisch mit dem roten Endstadium der Gmelin- 
schen Reaktion des Mesobilirubins. 


Oxydation von Bilirubin, Mesobilirubin und Dihydromesobilirubin 
mit nitrithaltiger Salpetersiure. Je eine Probe der drei Verbin- 
dungen wurde in Chloroform gelést, mit Gmelins Reagens oxy- 
diert bis zur Bildung der Rotstufe mit der Gmelinschen Reaktion. 
In diesem Moment wurde in viel Wasser gegossen, die rote 
Chloroformlésung abgetrennt, mit Alkohol und alkoholischem 
Zinkacetat und etwas Ammoniak versetzt. Es trat iiberall deut- 
liche Fluorescenz auf, im Spektroskop erschien deutlich der 
Urobilinstreifen. Zugleich war sehr schwach der bei der Jod- 
oxydation erschienene Streifen in Rot bei etwa 640 my zu sehen. 


' 
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Uber die chemische Natur des Heparins. 
II. Die Reindarstellung des Heparins. 


Von 


Adolf Schmitz*) und Albert Fischer. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. April 1933.) 


Nachdem eine Methode zur quantitativen Bestimmung der 
Wirksamkeit des Heparins’) ausgearbeitet worden war, hatten wir 
die Méglichkeit, die Anreicherung des gerinnungshemmenden 
Prinzips von aus Leber gewonnenen Rohpriparaten zu verfolgen 
und durchzufiihren. Schon Howell’) hat Wege zur Reinigung 
des Heparins mitgeteilt und damit die Richtung angezeigt, die 
zur Gewinnung des reinen Produktes einzuschlagen ist. Wald- 
schmidt-Leitz und Mitarbeiter*) versuchten mit Hilfe der Ad- 
sorptionsmethoden sich diesem Ziel zu nihern, aber eine wesent- 
liche Anreicherung gelang ihnen nicht. Wir kénnen nunmehr 
iiber die Darstellung des reinen Heparins berichten. 

Von einer Mitteilung der vielen Vorversuche und Irrwege, 
die zwar unsere Kenntnisse iiber die chemischen Eigenschaften 
des Heparins sehr bereicherten, aber nicht zu dem gewiinschten 
Ziele fiihrten, sei hier abgesehen. Wir werden den direkten Weg 
schildern, auf dem wir schlieblich zu einem krystallisierten Brucin- 
salz des Heparins gelangten. Als Ausgangsmaterial benutzten 
wir das Heparin ,,Kahlbaum“, von dem uns die Firma Schering- 
Kahlbaum in iiberaus dankenswerter Weise eine gréBere Menge 
kostenlos zur Verfiigung stellte. Von diesem Produkt konnten 
wir schlieBlich ein Praparat von der 32fachen Wirksamkeit des 
Ausgangsmaterials gewinnen. Das Ausgangsmaterial enthielt dem- 
nach etwa 3°/, des reinen Stoffes. 

Der erste Abschnitt der Fraktionierung 14Bt sich durch das 
folgende Schema darstellen: 





*) Stipendiat des Rask-Orsted-Fonds. 
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Robheparin (Heparin ,,Kahlbaum“). (Prip. I). Gerinnungswert*) (G. W.) 0,40. 
Phosphorgehalt 8,6°/,. 


y 


Entfernung der anorganischen Phosphate durch Fillung mit Magnesiamixtur. 


y 


Fraktionierte Fillung des Heparins mit Aceton. 
Prip. I. G. W. 1,45. 


y 


Fallung von siurefillbaren unwirksamen Bestandteilen mit Salzsiiure. 
Prip. III. G. W. 4,00. 


y 


Adsorption unwirksamer Bestandteile an Kieselsiiure (Osmosil) bei saurer 
Reaktion. 


Y 


Fraktionierte Fiallung der Restlésung mit Aceton. 
Prip. IV. G. W. 6,60. Phosphorgehalt 2,1°/,. 


Ausbeute 100°/,. 


Howell‘) beschrieb zuerst Heparin als Phosphatid, erst seine 
spiter dargestellten reineren Priiparate fand er phosphorfrei. 
Auch wir neigten anfangs der Ansicht zu, Phosphor als zum 
Molekiil des Heparins gehérig anzusehen, da wir stets zu Pri- 
paraten mit einem konstanten Phosphorgehalt von etwa 2,5°/, ge- 
langten. Obwohl der anorganische Phosphor beseitigt war und es 
sich bei den durch Siurefallung und Adsorption an Kieselsiure 
entfernbaren Bestandteilen um organische Phosphate (Nuclein- 
siuren) handelte, blieb regelmiBig ein Anteil des Phosphors zuriick. 

Howell?) erhielt nun ein phosphor- und _stickstoffreies 
Heparin durch Ausfillung mit Bariumhydroxyd in wiBriger Lisung. 
Bei Versuchen in dieser Richtung kamen wir zu Resultaten, die 
von Howells Ergebnissen abwichen. Prip. IV gab in wiBriger 
Lésung keine Fallung mit Bariumhydroxyd, dagegen fiel aus der 
mit Bariumhydroxyd versetzten Liésung auf Zusatz von Alkohol 
ein flockiges Bariumsalz des Heparins, dessen Analyse 3,44°/, N 
und 1,28°/, P ergab. Da aber Howell ohne Zweifel ein hoch- 
wirksames phosphorfreies Heparin erhalten hatte, muSte in unserem 
Falle eine unwirksame phosphorhaltige Substanz vom Heparin 
hartnickig festgehalten werden. Das molekulare Verhaltnis von 


' P:N, nimlich 1:5, lieB auf ein Nucleotid schlieBen. Der von 


uns in einer Reihe von Darstellungen gefundene konstante Gehalt 
dieses Heparinpriiparates an Nucleotid deutete darauf, daB in 





*) Definition und Berechnung des Gerinnungswertes in der I. Mit- 
teilung.’) 
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Prip. IV eine aus Nucleotid und Heparin zusammengesetzte 
Molekularverbindung vorlag. Da die physiologische Bedeutung 
des Heparins gerade in seiner hervorragenden Eigenschaft liegt, 
Komplexverbindungen einzugehen, schien die Bildung eines solchen 
Nucleinsiure—Heparinkomplexes nicht verwunderlich. Ob aber diese 
Verbindung urspriinglich vorhanden ist, erscheint wohl zweifelhaft; 
wahrscheinlicher ist, daB ihre Bildung von der jeweiligen Zu- 
sammensetzung des Rohpriaparates abhingt. Vielleicht lassen sich 
dadurch auch die Verschiedenheiten zwischen Howells und 
unseren Ergebnissen erkliren. 

Die Ausbeute an Praip. IV aus Heparin ,,Kahlbaum*“ betrug 
100°/,. 1,4 g von Priap. IV enthielten die gleiche wirksame Menge 
wie 22g Ausgangsmaterial. Dieser iiberraschende Befund ist 
kaum auf eine tatsichliche quantitative Gewinnung des Heparins 
zuriickzufiihren, sondern dafiir ist eher eine Aktivititssteigerung 
verantwortlich zu machen. Sie ist durch Entfernung von Sub- 
stanzen erzielt, die einen hemmenden EinfluB auf Heparin aus- 
iiben. Wie Fischer und Schmitz’) zeigen konnten, vermag die 
Anwesenheit sowohl von Schwermetallen wie von einigen Siure- 
ionen die Heparinwirkung herabzusetzen. Im Rohheparin sind 
ohne Zweifel solche Hemmungsstoffe vorhanden. 

Der zweite Abschnitt der Fraktionierung galt der Abtrennung 
der phosphorhaltigen Komponente des Prip. IV. Er wird durch 
folgendes Schema wiedergegeben: 


Heparin Priip. IV. 
G. W. 6,60. Phosphorgehalt 2,1°/). 





Y 
Fraktionierung der Bleisalze. 
i i 
Ke ~< 
Prip. V. Prip. VI. 
In Essigsiure schwerlésliches Blei- In Essigsiure leichtlésliches Bleisalz. 
salz. P-Gehalt 2,5°/). P-Gehalt 0,3°/,. 
y y 
Prip. VII. Prip. VIII. 
Natriumsalz. G. W. 1,80. Natriumsalz. G. W. 13,0. 
| 
Y —— Y 
Prip. IX. Prip. X. 
Siure C,,H,,0,,-6 H,0. Bariumsalz. 
Y 
Prip. XI. 


Kryst. Brucinsalz. 


C,H 43942 ¥ (C,,H,,0,N,) “4 H,0. 
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Die Abtrennung der phosphorhaltigen Komponente gelang 
iiber die Bleisalze, von denen sich das phosphorhaltige aus essig- 
saurer Lisung ausschied, wihrend das phosphorfreie gelést blieb 
und durch Alkohol ausgefillt werden konnte. Der Wieder- 
gewinnung des Heparins aus dem Bleisalz stellten sich aber nun 
sroBe Schwierigkeiten entgegen. Zwar lieB sich das Blei ohne 
weiteres in Bleisulfid iiberfiihren, aber das geléste Heparin hielt 
das gesamte Bleisulfid in Lésung, wahrscheinlich wieder unter 
Bildung einer Molekularverbindung. Mit Aceton lieB sich diese 
braune Substanz ausscheiden, sie ging aber vollig klar sowohl in 
Wasser wie in verdiinnter Siure in Lisung. SchlieBlich fiihrte 
folgender Weg zur Abtrennung des Sulfids. Die braune, mit 
Aceton ausgefillte und getrocknete Substanz wurde in n/10-NaOH 
gelést, dabei blieb ein Teil des Bleisulfides ungelést zuriick. Die 
neutralisierte Lésung wurde wieder mit Aceton gefallt und der Nieder- 
schlag in gleicher Weise mit Natronlauge behandelt. Dieser Prozeb 
wurde solange wiederholt, bis die Lésung véllig farblos war. Aus 
dem so erhaltenen neutralen Natriumsalz wurde die freie Siure 
hergestellt. Sie gab Analysenwerte, die fiir die Formel C,,H,,0,,° 
6H,O sprachen. Der Wassergehalt, der sich aus dem hohen 
Sauerstofigehalt berechnete, konnte trotz Trocknens bei 80° im 
Vakuum iiber Phosphorpentoxyd nicht entfernt werden. Nach dem 
Trocknen war die Substanz iuBerst hygroskopisch. 

Die Metallsalze konnten nicht krystallisiert erhalten werden. 
Das Bariumsalz, das mehrmals dargestellt wurde, zeigte die stets 
iibereinstimmende Zusammensetzung: C 20,6, H 3,40, Ba 28,2°/,. 
AuBer Bariumsulfat hinterlieB es nach dem Abrauchen mit Schwefel- 
siure nur geringe Spuren Asche anderer Art. Ein Brucinsalz 
aus der freien Saiure herzustellen, gelang merkwiirdigerweise nicht. 
Vielleicht liegt sie in einer Anhydridform vor. Dagegen konnte 
das krystallisierte Brucinsalz aus dem Bariumsalz unter Um- 
setzung mit Brucinsulfat gewonnen werden. Seine Analysenwerte 
lieBen die Bruttoformel C,,H,,0,,-(C,,H,,0,N,)-4H,O zu. Die im 
Vakuum bei Zimmertemperatur iiber Chlorcalcium getrocknete 
Substanz war nicht hygroskopisch, sie erwies sich aber als iiuBerst 
hygroskopisch, nachdem sie durch 6 Stunden im Hochvakuum bei 
110° tiber Phosphorpentoxyd getrocknet worden war. 

Weder das Brucinsalz noch die freie Siure wurden ganz 
aschefrei erhalten. Das ist wohl darauf zuriickzufiihren, daB 
Heparin Neutralsalze zum Teil zu binden vermag. Auf diese 
Kigenschaft fiihren wir auch den Befund Howells zuriick, der 
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in seinem reinsten Heparinpriiparat einen Aschegehalt von 37°), 
feststellte, ferner Calcium und Schwefelsiiure nachweisen konnte. 
Aschegehalt und Zusammensetzung der Asche wechseln je nach 
der Darstellungsweise und sind nach unserer Ansicht auf die 


Fahigkeit des Heparins, mit Neutralsalzen Molekularverbindungen 
einzugehen, zuriickzufihren. 





Versuchsteil. 


1. Entfernung der anorganischen Phosphate. 22g Heparin 
»Kahlbaum“ wurden in 1100 ccm Wasser gelést und mit ver- 
diinntem Ammoniak bis zur stark alkalischen Reaktion versetzt. 
In diese Lisung wurde unter Umriihren solange gesittigte Ma- 
gnesium-ammonium-chloridlésung eingetragen, bis sich kein Nieder- 
schlag von Magnesium-ammonium-phosphat mehr bildete. Nach- 
dem der feinkrystallinische Niederschlag sich abgesetzt hatte, 
wurde er auf der Nutsche abgesaugt und mit ammoniakalischem 
Wasser ausgewaschen. Die hinterbliebene Heparinlésung, mit der 
die Waschwasser vereinigt waren, wurde mit verdiinnter Salzsiure 
neutralisiert und einer fraktionierten Fallung mit Aceton unter- 
worfen. 

2. Fraktionierte Faillung mit Aceton. In der folgenden Tab. 1 
ist der Vorversuch zur Fraktionierung des Heparins durch F4l- 
lung mit Aceton wiedergegeben. 

Zu je 1cem einer 1°/,igen Heparinlésung wurde die in der Tabelle 
angegebene Menge Aceton zugefiigt. Der entstandene Niederschlag wurde 


abzentrifugiert, wieder in 1 ccm Wasser gelést und dessen Gerinnungswert 
bestimmt. Die in diesem Fall angegebenen Werte sind nur relativ zu werten. 


Tabelle 1. 


oR ig tabi Tle TG ae org 


C4 
ccm | - 
Potoaih 0,2 (0,3 O44 Os 0,6 0,7 Be 0,9 1,0 1,2 11,5 1,8 2,0 25 
as 
x 


Gerin- 
nungs- 0,20 0, 21 0,2610,7910,45 0,45 0,16 0,12 
| | 











0,01 0,17 








wert 











0,02 0,05, 0,07 0,10 





Den héchsten Wert ergab demnach der Niederschlag, der durch Zu- 
satz von 1,2 Vol. Aceton auf 1 Vol. wifriger Heparinlésung gewonnen 
wurde. Die aus diesem Niederschlag gebildete Lésung zeigte einen Ge- 
rinnungswert von 0,79, wihrend die Ausgangslésung nur einen Gerinnungs- 
wert von 0,57 hatte. Abgesehen von der gré8tméglichen Fallung ist dariiber 
hinaus eine Aktivititssteigerung erzielt, indem Verunreinigungen, die die 
Wirkung des Heparins zu beeintrichtigen vermégen, in Lésung geblieben 
sind. Bei weiterem Zusatz von Aceton bilden sich schlechtflockende triibe 
Lésungen, wodurch der wieder abfallende Gerinnungswert erklirt ist. 
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Auf Grund dieses Ergebnisses wurde in folgender Weise ver- 
fahren: Die von den anorganischen Phosphaten befreite neutrale 
Heparinlésung wurde mit ?/, ihres Volumens an Aceton versetzt 
und der entstandene, ziemlich geringfiigige Niederschlag ab- 
geschleudert. Darauf fiigten wir zu der klaren, gelblich gefarbten 
Lésung mehr Aceton, bis das 1,2 fache an Aceton gegeniiber der 
urspriinglichen Lésung erreicht war. Nach kurzer Zeit setzte sich 
ein dichter grobflockiger Niederschlag ab. Wir lieBen noch 
20 Stunden stehen und schleuderten dann auf der Zentrifuge den 
Niederschlag ab, der mit 60°/,igem Aceton, Alkohol und Ather 
ausgewaschen wurde (Prip. LI). Die Ausbeute betrug etwa 7 g, 
der Gerinnungswert war 1,45. Verminderung der Substanzmenge 
und Anstieg des Gerinnungswertes halten sich die Waage. 

3. Fallung mit Salzsiure. Die gesamte durch Acetonfallung 
erhaltene Substanzmenge (7 g) wurde in 700 ccm Wasser gelést 
und mit 70 ccm Normalsalzsiure versetzt, wodurch ein dichter 
Niederschlag von nahezu unwirksamen Begleitsubstanzen ausfiel. 
Der Niederschlag, der abzentrifugiert wurde, betrug etwa ?/, der 
Substanzmenge. Die saure Liésung war stark triib. Nachdem 
sie mit n/10-Natronlauge neutralisiert worden war, wurde das 
Heparin mit dem 1,2fachen Volumen Aceton ausgefillt. Nach 
einigem Stehen konnte der Niederschlag abgesaugt und aus- 
gewaschen werden. Beim Aufliésen in Wasser blieb ein schwacher 
Riickstand, der abfiltriert wurde. Die klare Lisung wurde auf 
dem Wasserbad zur Trockne gedampft. Prip. [11 hinterblieb als 
glasige Masse. Ausbeute 2 g, Gerinnungswert 4,00. 

4. Adsorption an Kieselsiure. 20 ccm einer 1°/, igen wiBrigen 
Lésung von Prip. HI wurden mit 2 ccm Normalsalzsiure ver- 
setzt, worauf eine starke Triibung eintrat. Diese milchige Lésung 
unterwarfen wir einer Adsorption mit Kieselsiure (Osmosil), wobei 
die die milchige Triibung hervorrufende Substanz an das Adsorbens 
ging. Heparin blieb in der klaren Restlésung. Wir neutralisierten 
diese klare Liésung und fallten das Heparin wiederum in der 
schon geschilderten Weise mit Aceton aus. Durch Zusatz von 
etwas Natriumchlorid wurde die Ausflockung begiinstigt. Der 
Niederschlag wurde abzentrifugiert und auf der Zentrifuge mit 
60°/,igem Aceton ausgewaschen, darauf in Wasser gelést. Die 
neutrale Lésung wurde, nachdem sie von etwas Ungeléstem filtriert 
worden war, auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft. Als glasiger 
Riickstand wurde Prip. [IV gewonnen. Ausbeute 1,4 g, Gerinnungs- 
wert 6,60. Einer Verminderung der Substanzmenge gegeniiber 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXVI. 19 
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dem Ausgangsmaterial um das 15 fache steht eine Zunahme des 
Gerinnungswertes um mehr als das 16 fache gegeniiber, was, wie 
schon erwihnt, auf die Entfernung von heparinhemmenden Stoffen 
zuriickzufiihren ist. 

Eine Analyse des als Natriumsalz vorliegenden Prip. IV ergab fol- 
gende Zusammensetzung: 


8,022 mg Subst.: 0,375 cem N (21°, 757 mm) (Dumas). 
6,565 mg ,, : 9,73 Phosphorammonmolybdat (Preg)). 
4,592mg ,, : 1,75 mg H,O, 5,53 mg CQ,, 1,024 mg Asche. 


C 32,8, H 4,26, N 5,41, P 2,16, Asche 22,30°/,. 


5. Darstellung der Bleisalze. 500 mg Priip. IV wurden in 
25 com 1°/,iger Essigsiure gelést und mit 10°/,iger Bleiacetat- 
lésung in geniigendem Uberschu8 versetzt. Hierbei fiel das Blei- 
salz V flockig aus. Nach langerem Stehen wurde es abzentri- 
fugiert und mit Essigsiiure ausgewaschen. Die Waschwiisser 
wurden mit der Mutterlauge vereinigt. Das getrocknete Bleisalz V 
enthielt 2,5°/, P. 


4,00 mg Subst.: 6,3 mg Phosphorammonmolybdat (Preg)). 


Die klare Mutterlauge wurde mit dem gleichen Volumen 
96°/,igem Alkohol versetzt, worauf Bleisalz VI sich in Flocken 
ausschied. Es wurde abzentrifugiert, erst mit 50°/,igem Alkohol, 
dann mit absolutem Alkohol und Ather ausgewaschen. Ausbeute 
300 mg. Phosphorgehalt 0,77°/,. 


4,50 mg Subst.: 2,4 mg Phosphorammonmolybdat (Preg]). 


Durch mehrmalige Umfallung aus essigsaurer Lisung mit 
Alkohol konnte der Phosphorgehalt auf 0,3°/, herabgesetzt werden. 


4,50 mg Subst.: 1,1 mg Phosphorammonmolybdat (Preg]). 


6. Uherfiihrung der Bleisalze in die Natriumsalze. Die Ab- 
trennung des Bleis aus den Bleisalzen war mit erheblichen 
Schwierigkeiten verkniipft, da Bleisulfid nach dem Einleiten von 
Schwefelwasserstoff in die wiBrigen Lisungen hartnickig in Lésung 
gehalten wurde. 

100 mg des Bleisalzes VI wurden in Wasser suspendiert und 
in diese Suspension Schwefelwasserstoff eingeleitet. Unter Bildung 
von Bleisulfid ging die Substanz rasch in Lésung. Aus der vom 
iiberschiissigen Schwefelwasserstoff befreiten braunschwarzen 
Lésung schied sich aber das gebildete Bleisulfid auch nach tage- 
langem Stehen im Kisschrank nicht aus. Deshalb wurde die 
Lésung mit Natronlauge ‘gegen Lackmus neutralisiert und im 
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Vakuum zur Trockne gedampft. Der erhaltene dunkle Riickstand 
liste sich glatt in Wasser, ebenso in verdiinnter Essigsiure. 
Beim Auflésen in n/10-Natronlauge blieb dagegen ein Teil des 
Bleisulfids zuriick. Hierdurch gelang es, das Bleisulfid zu ent- 
fernen. Die alkalische Lésung wurde vom ungelésten Bleisulfid 
filtriert, neutralisiert und mit der 1,2fachen Menge Aceton ver- 
setzt. Nach Zusatz von Natriumacetat flockte das Heparin aus. 
Es blieb einen Tag im Eisschrank stehen, bis sich der Nieder- 
schlag gut abgesetzt hatte. Dann wurde er abzentrifugiert und 
mit 60°/,igem Aceton ausgewaschen. Das getrocknete, noch 
dunkel gefirbte Produkt lésten wir wieder in n/10-Natronlauge, 
wobei wieder ein Teil Bleisulfid ungelést blieb. Dann wurde die 
Fallung wie oben wiederholt. Diese Bearbeitung wurde solange 
wiederholt, bis die Lésung vollig farblos blieb und kein Bleisulfid 
mehr gelést enthielt. Zum Schlu8 wurde aus der neutralisierten 
Lésung das Natriumsalz des Heparins VIII mit Aceton nach 
Zusatz von Natriumacetat ausgeflockt. Das abzentrifugierte, mit 
Aceton, Alkohol und Ather gewaschene und getrocknete Salz ent- 
hielt Phosphor nurmehr in Spuren. 

Die Ausbeute betrug 50 mg, der Gerinnungswert war 13,0. 

In tihnlicher Weise wurde das phosphorhaltige Bleisalz V in 
das entsprechende Natriumsalz iibergefiihrt. Sein Gerinnungswert 
betrug nur 1,80. 

Kine weitere Steigerung iiber den Gerinnungswert 13,0 gelang 
nicht mehr. Wir glauben deshalb, in Prip. VIII das reine 
Natriumsalz des Heparins vor uns zu haben. Zu seiner Charak- 
terisierung fiihrten wir es einerseits in die freie Siure, anderer- 
seits in ein krystallisiertes Brucinsalz iiber. 

7. Darstellung der freien Séure. Eine Lésung des Natrium- 
salzes VIII in n/10-Salzsiure wurde mit Alkohol versetzt, wobei 
sich die freie Siure des Heparins in feinflockiger Form ausschied. 
Der Niederschlag wurde auf der Zentrifuge mit 70°/, igem Alkohol 
griindlich gewaschen. Dann wurde die Saiure mehrmals aus wib- 
riger Lésung mit Alkohol umgefallt und als feines weiBes Pulver 
gewonnen. Nach dem Trocknen im Vakuum bei 80° iiber Phos- 
phorpentoxyd nahm sie begierig Wasser auf. Sie hatte keinen 
Schmelzpunkt, sondern zersetzte sich, ohne zu schmelzen bei 250°. 
Kine Molekularbestimmung nach Rast lieB sich nicht durchfiihren, 
da die Substanz in Campher unléslich war. Sie léste sich nur 
in Wasser, in allen organischen indifferenten Lésungsmitteln war 


sie unléslich. 
19* 
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Die Analyse der noch etwas Asche enthaltenden Substanz gab nach 
deren Abzug folgende Werte: 

2,456 mg Subst.: 1,40 mg H,O, 3,12 mg CO,. 
C,;H;,0,,+6H,O Ber. C 34,4 H 6,99 Gef. C 34,6 H 6,38. 


8. Darstellung des krystallisierten Brucinsalzes aus dem Barium- 
salz, — a) Bariumsalz. Zu einer wiSrigen Lésung von Natrium- 
salz VIIT wurde Barium—Hydroxydlésung bis zur stark alkalischen 
Reaktion gefiigt. Durch Zusatz von Alkohol konnte das Barium- 
salz des Heparins X als flockiger Niederschlag ausgefallt werden. 
Ks wurde mehrmals in Wasser geliést, von Ungeléstem filtriert und 
nach Zusatz von wenig Bariumhydroxyd durch Alkohol wieder 
gefallt. Nach griindlichem Auswaschen mit 70°/,igem Alkohol, 
absolutem Alkohol und Ather wurde es als feines weifes, in 
Wasser lésliches Pulver erhalten. Zur Analyse wurde es bei 80° 
i. V. getrocknet. 

Analyse des Bariumsalzes X: 

Die Bariumbestimmung wurde in zwei Weisen durchgefiihrt, 1. durch 
Abrauchen mit Schwefelsiure im Tiegel, wobei auch etwaige andere Sulfate 
erfaBt wurden, 2. durch Darstellung reinsten Bariumsulfats aus dem an- 
organischen Riickstand nach Aufschlu8 mit Schwefelsiiure und Perhydrol 
und Entfernung léslicher Sulfate mit Wasser und Alkohol. Die Differenz 
war aber nur gering. 

Nach 1. 3,013 mg Subst.: 1,468 mg Sulfat. — Nach 2. 3,509 mg Subst.: 
1,680 mg BaSO,. — 2,655 mg Subst.: 0,80 mg H,O, 2,00 mg COQ,. 

Daraus ergibt sich: 

C 206 H 34 #£2Ba 282. 


b) Brucinsalz. Zu einer wibrigen Lésung von Bariumsalz X 
wurde etwas weniger als die berechnete Menge Brucinsulfat, eben- 
falls in Wasser gelést, zugefiigt. Das ausgeschiedene Bariumsulfat 
wurde abgeschleudert, nachdem das doppelte Volumen Alkohol 
zur wibrigen Lésung zugesetzt worden war. Diese 66°/,ige alko- 
holische Lisung wurde im Vakuum zur Trockne gedampft. Der 
erhaltene Riickstand enthielt viel freies Brucin, das durch Aus- 
waschen mit Chloroform restlos entfernt wurde. Heparin hatte also 
weniger Brucin gebunden, als es dem Gehalt des Bariumsalzes an 
Barium entsprach. Nach der Entfernung des gebildeten Barium- 
sulfats und des frei gewordenen Brucins konnte in der 70°/,igen 
alkoholischen Liésung, die von dem Riickstand hergestellt wurde, 
nur das Reaktionsprodukt selbst vorhanden sein, da das Ausgangs- 
produkt, Bariumsalz X, nicht in 70°/,igem Alkohol léslich ist. 
Beim Eindunsten dieser Lésung im Vakuum krystallisierte das 
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Brucinsalz des Heparins in winzigen Nidelchen aus (vgl. Figur). 
Es léste sich nur schwer in Wasser und konnte deshalb mit kaltem 
Wasser ausgewaschen werden. Leicht lislich war es in verdiinntem 





Alkohol, unléslich in Chloroform und Ather. Es schmolz unter 
Zersetzung bei 255°. 

Zur Analyse wurde das Salz im Vakuum bei 110° iiber Phosphorpent- 
oxyd getrocknet. Die getrocknete Substanz war sehr hygroskopisch. Sie 
enthielt etwas Asche, die zur Berechnung der Analyse abgezogen ist. 

1,409 mg Subst.: 0,85 mg H,O, 2,54 mg CQ,. 

C, 3H 32017 - (Cys HogO, N.) + 4 HO. Ber. C 49,9 H 6,74 


Gef. ,, 49,2 ,, 6,75. 


Zusammenfassung. 
Es wird iiber die Reindarstellung des Heparins berichtet, die 
zur Gewinnung eines krystallisierten Heparin-Brucinsalzes fiihrte. 
Fiir Heparin wird die Bruttoformel C,,H,,0,,-6H,O als 
wahrscheinlich angenommen. 


Anmerkung. Die Mikroanalysen wurden zum Teil von Herrn Dr. 
H. Roth, Heidelberg, ausgefiihrt. 
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5. A. Fischer u. A. Schmitz, Biochem. Z. 259, 61 (1933). 














bare 
i 


em 


fy of MOOI ga 





OSS ae arent 








; 
fF 

op “an 

ce 


274 


Uber die chemische Natur des Heparins. 
III. Einige Untersuchungen zur Konstitution des Heparins. 


Von 
Adolf Schmitz*) und Albert Fischer. 


Mit 4 Figuren im Text. 





(Aus dem Biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. April 1933.) 


In der Il. Mitteilung zur chemischen Natur des Heparins') 
konnte iiber die Reindarstellung des Heparins berichtet werden. 
Auf Grund der Analysen wurde die Bruttoformel C,,H,,0,, - 6H,O 
als wahrscheinlich angenommen. Aus ihr geht schon der Kohle- 
hydratcharakter des Heparins hervor. Der positive Ausfall der 
Molisch-Reaktion mit «-Naphthol bestitigte diese Annahme. Ein 
Reduktionsvermégen besitzt aber Heparin nicht. Dagegen werden 
bei der Salzsiurehydrolyse reduzierende Gruppen frei. Die 
Hydrolyse wurde mit der Methode von Hagedorn-Jensen ver- 
folgt. Die nach vollstindiger Hydrolyse bestimmte Aldehydmenge 
entsprach annihernd 2 Molekiilen Glucose auf 1 Molekiil Heparin. 

Heparin ist eine Saiure. Seine Siurenatur wurde durch eine 
elektrometrische Titration klargestellt. Danach handelt es sich um 
eine 1 basische Siure mit der Dissoziationskonstante k = 2,0-10—4. 
Diese Carboxylgruppe des Heparins riihrt von einem Uronsiure- 
anteil her, dessen Aldehydgruppe abgedeckt ist und erst bei der 
Hydrolyse frei wird. Sowohl die Farbreaktion mit Naphthoresorcin, 
wie die mit Orcin auf Uronsiuren waren nach der Hydrolyse ein- 
deutig positiv. Methoxyl enthilt Heparin nicht. 

Es wurde versucht, die nach der Hydrolyse frei gewordenen 
Aldehyde als Bromphenylosazone zu charakterisieren. Wir erhielten 
aber einen wahrscheinlich uneinheitlichen Kérper vom Schmelz- 
punkt 300—310°. Die von Neuberg’) beschriebene, fiir Glucuron- 
siure charakteristisch sein sollende Bromphenylhydrazin-glucuron- 
siureverbindung wurde nicht erhalten. 


*) Stipendiat des Rask-Orsted- Fonds. 
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Durch die Elektrotitration wurde Heparin als. 1 basische Saure 
mit dem Molekulargewicht von etwa 650 definiert. Auffallend 
ist aber der hohe Bariumgehalt des Heparin—Bariumsalzes, das 
in der II. Mitteilung beschrieben ist. Auf ein Aquivalent titrier- 
bares Natrium kommen 4 Aquivalente Barium. Die 1 basische 
Saiure Heparin vermag also 2 Atome Barium zu binden. Nun ist 
aber die Bindung von Erdalkali durch Kohlehydrate bekannt, sie 
wird ja zu deren Abscheidung als Saccharate benutzt. Es ist also 
verstiindlich, da& Heparin auBer der echten Salzbildung durch 
die Carboxylgruppe weitere Bariumhydroxydmolekiile unter Bildung 
von Molekularverbindungen festhalt. Das in der II. Mitteilung 
beschriebene Bariumsalz zeigt einen sehr hohen Sauerstoffgehalt, 
der wohl einerseits auf die Bindung des Bariumhydroxyds, anderer- 
seits auf die Bindung einer groBen Anzahl von Wassermolekiilen 
zuriickzufiihren ist. Da die Verhiltnisse beim Bariumsalz nicht 
aufgeklart sind, ist von der Aufstellung einer Formel dafiir ab- 
gesehen. 

[a@]’° des in Salzsiure gelésten Heparins ist + 41,6°. Bei 
der Salzsiiurehydrolyse steigt die Rechtsdrehung zunichst an bis 
(ali? =-+ 73,6°. Dann beginnt sie abzufallen und geht in eine 
Linksdrehung iiber. Ebenso wie der titrimetrisch verfolgte Verlauf 
der Hydrolyse spricht die Anderung der optischen Drehung wihrend 
der Hydrolyse nicht fiir eine hierbei vorgehende Reaktion erster 
Ordnung. Vielmehr ist eine verschieden schnell verlaufende Spal- 
tung in mehrere Spaltstiicke anzunehmen. 


Die Wirkung des Heparins auf den Vorgang der Blutgerinnung 
ist aber noch von uns unbekannten Konfigurationen des Molekiils 
abhingig. Wihrend nimlich die Trennung der Aldehydgruppen 
tragenden Bestandteile des Molekiils verhiltnismaBig langsam ver- 
lauft, geht die physiologische Wirkung des Heparins durch Kin- 
wirkung von Salzsiiure auBerordentlich rasch zuriick. Ob dies aut 
Abspaltung uns noch bisher unbekannter Molekiilgruppen oder auf 
Umlagerungen im Molekiil beruht, bedarf noch eingehender Er- 
forschung. 


In fritheren Untersuchungen °) wurde die Wirkung des Heparins 
auf die Koagulation von Proteinen und auf deren isoelektrischen 
Punkt behandelt, die es mit einigen anderen physiologischen Stoffen 
gemeinsam hat, vor allem mit den Nucleinsiuren. Im Rohheparin 
befinden sich nun mehrere Stoffe, die auf die Fallung von Proteinen 
gleichsinnig wirken, auf die Blutgerinnung aber entgegengesetzt. 
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Wir haben den Anstieg des Gerinnungswertes bei der Fraktionierung 
des Heparins der Veriinderung des 'T'riibungswertes gegeniibergestellt. 
In Fig. 1 ist der Gerinnungswert der verschiedenen Fraktionen als 
Abszisse, der zugehoérige Triibungswert als Ordinate dargestellt. 


Durch den Fortfall der Nucleinsiiuren, die bei der Blut- 
gerinnung heparinhemmend, bei der Proteinfaillung aber heparin- 
férdernd wirken, steigt der Gerinnungswert bedeutend rascher an 
als der Triibungswert. Wiirden beide nicht von den Begleitstoffen 
beeinfluBt, so miiBte der Anstieg des T'riibungswertes proportional 
dem Anstieg des Gerinnungs- 
wertes verlaufen, d. h. bei einem + G2 —— a 
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Fig. 1. Fig. 2. 


Hochsttriibungswert von 2,1 in einer geraden Linie von 0 nach 
2,1. In Wirklichkeit verliuft aber die Kurve nicht geradlinig, 
was durch den EKinfluB anderer Faktoren auf die Heparinwirkung 
verursacht ist.*) 

Das reine Heparin zeigt nur eine schwache Lichtabsorption 
im uBersten Ultraviolett mu 240—210, wihrend die Nukleinsiure 
enthaltenden Fraktionen die Absorption der Puringruppe ‘auf- 
weisen.*) Fig. 2 gibt die Extinktionskurven von Priparat I (1), 
IV (2) und VIII (3) wieder. Die mangelnde Absorption des reinen 
Heparins im Ultraviolett schlieBt die Anwesenheit ungesiittigter 
Gruppen im Molekiil aus. 





*) Das Verhiltnis zwischen Triibungswert und Gerinnungswert hat sich 
gegeniiber dem in der ersten Arbeit®) mitgeteilten Werte bei den spiiteren 
Fraktionierungen noch zugunsten des Gerinnungswertes verschoben. 
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Uber die chemische Natur des Heparins. 


Versuchsteil. 


1. Farbreaktionen. 2) Molisch-Reaktion: positiv. 

b) Naphthoresorcinprobe nach Neuberg und Kobel.‘) Vor 
Anstellung der Reaktion wurde die Lisung des Heparins in ver- 
diinnter Salzsiure lingere Zeit im siedenden Wasserbad erhitzt. 
Darauf versetzten wir mit Naphthoresorcin und schiittelten den 
gebildeten Farbstoff mit Benzol aus. Die Benzolschicht firbte 
sich hellviolett. 

c) Orcinprobe. Eine mit verdiinnter Salzsiure vorerhitzte 
Heparinlésung wurde nach Zusatz einiger Kérnchen Orcin eine 
Minute lang gekocht, der gebildete Farbstoff wurde mit Amyl- 
alkohol ausgeschiittelt, der erst eine schwachrote, dann eine stiirker 
werdende griine Farbe annahm. 

2. Elektrometrische Titration. 0,0328 g Natriumsalz des Hepa- 
rins wurden in 4 ccm Wasser gelést und mit n/20-Natronlauge 
bzw. Salzsiure titriert. Die Titration wurde so ausgefiihrt, daB 
die ein p, von 6,45 zeigende Lésung des Natriumsalzes zuerst 
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mit insgesamt 0,2 ccm n/20-Natronlauge versetzt wurde, um etwa 
titrierbare Séuregruppen oberhalb des Neutralpunktes festzustellen. 
Der rasche Anstieg des p,, schloB jedoch diese Méglichkeit aus. 
Dann wurde wieder mit 0,2 ccm n/20-Salzsiure auf den urspriing- 
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lichen Stand zuriicktitriert und nun die Titration mit n/20-Salz- 
siure begonnen. Das Ergebnis ist in Fig. 3 dargestellt. 

Danach verbrauchten 32,8 mg Natriumsalz des Heparins an- 
nahernd 1,0 ccm n/20-Salzsiure. Dem Heparin kame also 
1 Aquiv.-Gew. von rund 650 zu (Mol.-Gew. fir C,,H,,0,,°6H,0 
ber. 628). Die Dissoziationskonstante der Saéure kann mit 
k = 2,0-10~4 angegeben werden. 

3. Hydrolyse mit Salzsiure. Der Verlauf der Hydrolyse wurde 
durch die Anderung der optischen Drehung und durch Titration 
nach Hagedorn-Jensen verfolgt. 

a) Anderung der optischen Drehung. 25 mg Natrium- 
salz des Heparins wurden in 5 ccm 2n-Salzsiure gelést und im 
Polarisationsapparat bei einer ’emperatur von 70° gehalten. 
Tab. 1 gibt die Drehungsinderung wieder. 


Tabelle 1. 








Zeit } “oe eee | 5 | 18 | 22 |47/ 59] 771 


i. Std. 


70 
on en 4 } +41,6 +44,8] +57,6 +60, +0401 +79,6) +984 0 |—9,6]—25,6 





b) Titration nach Hagedorn-Jensen. Der im Polari- 
sationsrohr befindlichen Lésung wurden zur Bestimmung je 0,1 ccm 
mit einem Gehalt von 0,5 mg Heparin entnommen. Die erhaltenen 
Werte sind als mg Glucose berechnet in der Tab. 2 angegeben. 
Temperatur 70°. 








2 | 47 | ot 











Zeit in Std. oe | 4% 5 
ecm | | | 9 | 
n/20-Thiosulfat 2,00 1,90 | 1,80 | 1, 70 1,52 | 1,20 1,00 
mg Glukose 0 | 0,017 | 0,034 | 0,052 | 0,084 | 0,141 | 0,177 





c) Totalhydrolyse mit 5n-Salzsiure. 1,0 mg Heparin 
wurden in 1 com 5n-Salzsiure gelist und durch 5 Tage bei 100° 
hydrolysiert. Mit 0,5 mg wurden nach der Hydrolyse 0,58 ccm 
n/200-Natriumthiosulfat zur Zuriicktitration verbraucht, woraus 
sich 0,255 mg Glucose ergeben. Bei einem Molekulargewicht des 
Heparins von rund 650 wiirde dies annihernd zwei Molekiilen 
Glukose entsprechen. 

Der in Fig. 4 verzeichnete Verlauf der Salzsiurehydrolyse 
zeigt nicht das Bild einer monomolekularen Reaktion. 
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d) Hydrolyse und Wirksamkeit. Der Gerinnungswert des 
Heparins fallt beim Kochen mit Salzsiure auBerordentlich schnell 
ab und ist schon nach 25 Minuten, in welcher Zeit das Reduktions- 
vermégen kaum angewachsen ist, gleich Null geworden. Zur Be- 
stimmung des Gerinnungswertes wurde der im Wasserbad gehaltenen 
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Lésung des Heparins in n/10-Salzséure eine bestimmte Menge 
entnommen, die neutralisiert wurde. In Tab. 3 sind die erhaltenen 
relativen Werte angegeben. 


Tabelle 3. 








e 1 e | we | 1B | iss 


Zeit in Minuten..... | 
4,80 | 2,10 | 


Gerinnungswert ..... | 1,00 | 0,25 | 0 


4, Versuch zur Gewinnung von Bromphenylosazonen. Wir gingen 
zu diesem Versuch von dem Bleisalz aus, das wir in verdiinnter 
Salzsiiure lésten und durch EKinleiten von Schwefelwasserstoff vom 
Blei befreiten. In der sauren Lésung schied sich das Bleisulfid 
sofort aus. Nach dem Filtrieren wurde die Siuremenge der Lisung 
auf etwa 5fach Normal-Salzsiure erhéht. Diese saure Lésung 
wurde im Wasserbad durch mehrere Tage hydrolysiert. Nach be- 
endigter Hydrolyse und nach Neutralisierung der Lésung mit Natron- 
lauge wurde mit Essigsiure angesiuert. Die essigsaure Lisung 
wurde mit einer Lisung von p-Bromphenylhydrazin versetzt und 
mehrere Stunden im Wasserbad bei 100° erhitzt. Aus der heiBen 
Lésung schied sich ein feiner gelber, aber nicht krystallisierter 
Niederschlag aus, der einen unscharfen Schmelzpunkt zwischen 
300—310° zeigte. Wahrscheinlich handelte es sich um ein Gemisch 
von Osazonen, dessen Trennung infolge der allzu geringen Menge 
nicht durchgefiihrt werden konnte. Aus der erkalteten Liésung 
konnte kein weiteres Osazon gewonnen werden. 
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5. Lichtabsorption im Ultraviolett. Die spektrographischen Auf- 
nahmen wurden von 10 mg °/,igen wiBrigen Lésungen mit dem 
Quarzspektrographen von Zeiss aufgenommen. Das Ergebnis ist 
in Fig. 2 wiedergegeben. 


Zusammenfassung. 

Heparin, fiir das die Bruttoformel C,,H,,0,,-6H,O als wahr- 
scheinlich angenommen wurde, kann als Kohlehydratabkémmling 
aufgefaBt werden. Seine reduzierenden Gruppen werden erst durch 
Hydrolyse in Freiheit gesetzt. 

Heparin ist eine einbasische Saiure von der Dissoziations- 
konstante 2,0-10°4. Trager der Siuregruppe ist wahrscheinlich eine 
im Molekiil enthaltene Uronsiure. 

Heparin, in Salzsiure gelést, ist rechtsdrehend. Durch die 
Hydrolyse entstehen linksdrehende Spaltstiicke. 

Heparin zeigt Lichtabsorption nur im 4uBersten Ultraviolett. 
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Fluorapatit Ca,.(PO,),F.. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXVI. Tafel I. 


Zu,,M.A.Bredig, Zur Apatitstruktur der anorganischen Knochen- und Zahnsubstanz*. 
(Seite 239.) 





